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Estudando o extrato de cerdas da lagarta Lonomia obliqua, detectamos 
uma atividade lítica sobre moléculas de ácido hialurônico. O extrato de cerdas 
também foi capaz de degradar condroitim sulfato purificado, porém, incapaz de 
hidrolisar moléculas de heparam sulfato e dermatam sulfato. Além disso, por 
meio de ensaios de cinética de degradação de ácido hialurônico, observamos 
que esta atividade lítica é causada por uma enzima do tipo hidrolase e não do 
tipo liase. Baseando-se no método colorimétrico descrito por Reissig et al 
(1955), concluímos que esta hidrolase atua como uma enzima do tipo β-
endohexosaminidase originando resíduos terminais de açúcares N-
acetilglucosamina após a lise do ácido hialurônico, ao invés de agir como uma 
enzima do tipo β-endoglucuronidase  que, por sua vez, gera resíduos de ácido 
glucurônico. Análises do extrato de cerdas por zimografia resultaram na 
identificação de moléculas com atividade lítica sobre o ácido hialurônico com  
mobilidade eletroforética difusa de 49kDa e 53kDa. Uma avaliação da atividade 
destas moléculas em função do pH mostrou que estas enzimas não 
apresentam atividade aparente em pH abaixo de 5,0 e acima de 8,0 e indica 
que a faixa de pH ótimo para a atividade enzimática está entre 6,0 e 7,0. Por 
fim, através de reação de fluorescência e análise em microscopia confocal, 
pudemos comprovar a ação de clivagem do extrato de  cerdas sobre o ácido 
hialurônico organizado na matriz extracelular de derme de coelho. Estes dados 
nos fornecem evidências experimentais sobre a presença de hialuronidases no 
extrato de cerdas de L. obliqua, que possivelmente, podem estar envolvidos 
com os efeitos nocivos desencadeados no envenenamento.  
Inúmeros constituintes moleculares diferentes têm sido estudados a 
partir dos produtos de secreção da lagarta L. obliqua e entre eles se destacam 
as serinoproteases com atividade pró-coagulante e/ou fibrinogenolítica. Com 
base nestes dados, consideramos a hipótese de identificar e caracterizar um 
inibidor de serinoprotease na hemolinfa da lagarta com possível função de 
proteção contra suas próprias toxinas, ou mesmo, com função tóxica durante 
os acidentes. Experimentos utilizando fibronectina como substrato protéico 
para diferentes proteases (tripsina, elastase, quimiotripsina, proteinase K, 
papaína, pepsina e colagenase V) foram realizados na presença de hemolinfa.  
O perfil de degradação da fibronectina foi avaliado por ensaios de Western 
Blotting utilizando anticorpos que reconhecem fibronectina. A atividade 
proteolítica da tripsina, elastase, quimiotripsina e proteinase K foi inibida pela 
hemolinfa da lagarta. Esta atividade inibitória detectada foi avaliada sob 
diferentes temperaturas de incubação, mostrando que o inibidor de protease 
presente na hemolinfa é funcional a 4, 20, e 37°C. Além disso, experimentos 
adicionais mostraram que esta atividade inibitória da hemolinfa também ocorre 
quando tripsina é incubada com diferentes substratos protéicos (fibrinogênio, 
laminina e vitronectina). Com o intuito de purificar a molécula do inibidor de 
protease, alíquotas de hemolinfa bruta de L. obliqua foram submetidas a 
ensaios de cromatografia de gel filtração utilizando resina Sephadex G-100 
seguidos de ensaios de cromatografia de afinidade utilizando resina tripsina-
agarose. As frações eluídas das cromatografias foram monitoradas para a 






com fibronectina e tripsina para detecção da atividade inibitória observada por 
SDS-PAGE 7,5%. Para fortalecer este resultado foi realizado um zimograma 
reverso, utilizando gelatina como substrato, em que as frações com atividade 
inibitória foram avaliadas. Sob estas condições, identificamos um inibidor de 
serinoprotease na hemolinfa da lagarta L. obliqua com mobilidade eletroforética 
na região de 21kDa. Com o objetivo de avaliar o grau de reversibilidade da 
inibição da atividade proteolítica pela ação do inibidor de protease, alíquotas de 
tripsina pré-incubada com as frações enriquecidas da cromatografia foram 
submetidas a experimentos de zimograma com gelatina impregnada. Com isso 
pudemos observar que a interação inibidor-protease é resistente ao SDS e à 
eletroforese gerando alteração na mobilidade da tripsina mas não inativando 
irreversivelmente a sua atividade. Especulando sobre uma futura aplicação 
biotecnológica deste inibidor, realizamos um experimento, para avaliarmos a 
possível inibição da ação da molécula de trombina quando na presença de 
fibrinogênio em solução, em que trombina foi pré-incubada com as frações 
enriquecidas da cromatografia de gel filtração e depois adicionada à uma 
solução de fibrinogênio. Pudemos observar que, respeitando uma característica 
importante dos inibidores de protease que possuem aplicações no campo 
terapêutico, o inibidor de serinoprotease da hemolinfa da lagarta L. obliqua não 
foi capaz de inibir a atividade da trombina, uma importante enzima da cascata 































By studying Lonomia obliqua (caterpillar) bristles extract we were able to 
detect a lytic activity on purified hyaluronic acid. Also, the bristle extract 
hydrolyses purified chondroitin sulphate, but was unable to degrade either 
heparan sulphate or dermatan sulphate. Moreover, through purified hyaluronic 
acid-degrading kinetic assays, we observed that this lytic activity was caused by 
a hydrolase instead a lyase enzyme. In addition, by using the colorimetric 
reaction of Reissig (1955), we detected this hyaluronic acid hydrolase action as 
a β-endohexosaminidase enzyme originating  terminal N-acetylglucosamine 
residues instead a β-endoglucuronidase that might originate glucuronic acid 
residues. Zymogram analysis of the bristle extract detected 49kDa and 53kDa 
molecules with hyaluronic acid lytic activity. An examination of these hyaluronic 
acid degrading activities as function of pH showed that these hydrolases had no 
apparent activities at pH below 5.0 and higher than 8.0 and displayed their 
optimal activities at pH ranging from 6.0 to 7.0. Finally, through a fluorescence 
reaction to hyaluronic acid and confocal microscopy, we further comproved this 
cleaving action upon hyaluronic acid organised on the extracellular matrix of the 
rabbit dermis. The data provide experimental evidence of the presence of 
hyaluronidases in the L. obliqua bristle extract, probably involved on the harmful 
effects of the venom.  
Several different molecular constituents have been described in L. 
obliqua secretion products and among them serineproteases with procoagulant 
and fibrinogenolytic activity were identified in its bristles. Based on these 
results, we have considered the hypothesis of identifying a serineprotease 
inhibitor in caterpillar haemolymph with possible self defense function against 
their own toxins or even deleterious activities during accidents. Experiments 
using fibronectin as a protein substrate for different proteases such as trypsin, 
elastase, chymotrypsin, proteinase K, papain, pepsin and collagenase V were 
performed in the presence and absence of haemolymph. Fibronectin 
degradation profile was evaluated by Western Blotting assays using antibodies 
that recognize fibronectin. The proteolytic activities of trypsin, elastase, 
chymotrypsin and proteinase K were inhibited by incubation with L. obliqua 
haemolymph. This inhibitory activity was also evaluated at different 
temperatures showing that the inhibitor is functional at 4, 20, and 37°C. In 
addition, experiments showed that this inhibitory activity also occurs when 
trypsin was incubated with different substrates such as fibrinogen, laminin and 
vitronectin molecules. With the goal of purify the inhibitor molecule, 
haemolymph was submitted to a Sephadex G-100 gel filtration chromatography 
followed by an affinity chromatography using trypsin-agarose. Eluted fractions 
were monitored for the presence of proteins by absorbance at 280nm and were 
submitted to incubation with fibronectin and trypsin for detection of inhibitory 
activity that was observed by SDS-PAGE 7,5%. To ensure this result, a reverse 
zymography of the fractions with activity was performed using gelatin as 
substrate. Under these conditions, we were able to identify a trypsin inhibitor 
with a diffuse eletrophoretic mobility apparently at 21kDa region in L. obliqua 
haemolymph. Next, we studied the mechanism by which haemolymph serine 






G-100 enriched fractions and then electrophoresed by using a SDS-PAGE 
(experimental procedure that is able to separate protease from protease 
inhibitor in case of reversible inhibition), followed by a gelatin-zymogram. This 
assay suggest that protease inhibitor interaction with trypsin was resitent to 
SDS and electrophoretic separation conditions, altered trypsin mobility but did 
not inactivate its proteolytic activities in a unreversible manner. Then, 
speculating about the biotechnological applications of this protease inhibitor, we  
evaluated the ability of this molecule inhibit the thrombin activity upon 
fibrinogen. Aliquots of thrombin were pre-incubated with Sephadex G-100 
enriched fractions and, then, incubated with fibrinogen solution. This result 
showed that the haemolymph serine protease inhibitor is unable to block 
fibrinogen-thrombin dependent clotting in vitro, as well as waited for all protease 









 Em função do quadro epidemiológico relacionado a envenenamentos por 
animais peçonhentos que acometem a Região Sul do Brasil torna-se de grande 
importância o desenvolvimento de conhecimento científico sobre os venenos 
destes animais incluindo seus mecanismos de ação e a forma como estes são 
inoculados nas vítimas buscando, além da diminuição da mortalidade e 
morbidade causadas por estes acidentes, aplicações biotecnológicas de 
toxinas e/ou produtos oriundos destes venenos estudados para indústria 
farmacêutica.  
 
1.1. Lepidópteros Urticantes 
 
 
A ordem Lepidoptera (lepido= escama; ptero= asa) é composta pelos 
insetos conhecidos popularmente por borboletas e mariposas. Lepidopterismo 
é termo que designa o acidente provocado por formas aladas de lepidopteros 
(mariposas), enquanto que o acidente causado pela forma larval (lagartas) 
denomina-se erucismo (do latim eruca, lagarta) (COSTA, 1994). Na subordem 
Heteroneura, da qual fazem parte as lagartas causadoras de erucismo, os 
casos mais freqüentes e mais graves são aqueles resultantes do contato com 
as larvas das famílias Megalopygidae e Saturniidae. As espécies criptotóxicas 
produzem toxinas mas não possuem espículas, pêlos urticantes ou outro 
mecanismo de injeção do veneno; já as espécies fanerotóxicas (como a 
Lonomia obliqua) além de produzirem toxinas, são capazes de injetar ou 
introduzir o veneno em outros animais. As espécies que causam 
envenenamento no homem  são denominadas, ainda, de antropotóxicas 
(PESCE & DELGADO, 1971; SCOBLE, 1992; COSTA, 1994).  
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Já na época da colonização do Brasil Padre Anchieta descreveu na “Carta 
de São Vicente” em 1560, o medo dos índios em relação a algumas lagartas 
que causavam acidentes caracterizados por dor intensa no local após o  
contato físico (ROTBERG, 1971; COSTA, 1994). Estes animais eram 
chamados de “tatá-raná”, nome que em Tupi-Guarani significa “como fogo” ou 
“semelhante ao fogo”. Mais tarde este nome originou, na língua portuguesa, a 
palavra “taturana”.   
A literatura médica registra grande número de acidentes com 
Lepidopteros quando ainda se encontram na forma larval. Felizmente o número 
de espécies de Lepidopteros de importância em saúde pública é pequeno. Em 
geral, a maioria das espécies, com poucas exceções, são fitófagas em seu 
estágio larval e por isso são vistas principalmente como pestes na agricultura e 
outras culturas florestais (Manual de Vigilância Epidemiológica, 1993). 
Entretanto, a maior parte dos acidentes humanos é causado por espécies que 
causam dermatites por contato direto com suas cerdas, espinhos ou espículas 
ou reações respiratórias alérgicas devido à inalação destes materiais que 
podem ser compostos por substâncias não-protéicas ou enzimas proteolíticas 
(AROCHA-PIÑANGO et al., 2000).  
 
1.2. O Lepidóptero Lonomia obliqua 
 
O gênero Lonomia pertence à ordem Lepidoptera, subordem Ditrysia, 
superfamília Bombycoidea, família Saturniidae, subfamíla Hemileucinae. A 
maioria das espécies deste gênero está distribuída em regiões da América do 
Sul, mas há também registros de sua ocorrência na América Central. 
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No Brasil já foram relatadas as espécies L. cynira, L. cluacina, L. 
circumstans, L. falcata submacula, L. achelous e L. obliqua (LORINI, 1999). As 
duas últimas são as mais comuns e conhecidas por causarem graves acidentes 
hemorrágicos no homem. A espécie L. achelous vem sendo estudada na 
Venezuela nos últimos 30 anos, enquanto a L. obliqua vem sendo estudada, 
mais recentemente, por grupos de pesquisa de São Paulo, Rio de Janeiro, 
Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul uma vez que a sua ocorrência se 
concentra principalmente nas regiões Sul e Sudeste do país. 
Recentemente alguns aspectos da biologia da espécie L. obliqua foram 
estudados e descritos por Lorini (1999). Os adultos (mariposas) vivem de 7 a 
10 dias não se alimentando e não possuindo toxicidade descrita. Apresentam 
dimorfismo sexual sendo a mariposa fêmea maior e de coloração pardo-rosado 
e a mariposa macho menor e mais amarelada com tonalidades mais vivas. 
Ambos possuem listra transversal sobre as asas. A cópula geralmente ocorre à 
noite, devido ao hábito noturno dos adultos e após o acasalamento, as 
mariposas fêmeas fazem a ovoposição nas folhas e tronco das árvores. O 
período de incubação dos ovos pode variar de 17 dias (LORINI, 1999) até 
cerca de 30 dias (Ministério da Saúde, 1998). Após este período eclodem as 
larvas que passam por 6 (seis) estágios (instares), chegando a atingir cerca de 
7 (sete) centímetros antes de atingirem a fase de pupa. A duração do estágio 
larval varia de 50 a 80 dias dependendo das condições ambientais (LORINI, 
1999). Na fase de pupa também é possível observar dimorfismo sexual, 
principalmente pelo fato da pupa do macho ser menor que a da fêmea. Nesta 
fase, permanecem em dormência sob restos vegetais durante o inverno até os 
meses mais quentes, de outubro em diante, quando emergem as mariposas 
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reiniciando o ciclo. A duração do ciclo de vida de L. obliqua também depende 
do clima da região, tendo sido observado um tempo mínimo de quatro meses e 
meio e máximo de oito meses e meio (LORINI, 1999).  
As lagartas L. obliqua possuem hábito gregário, vivendo em colônias 
sobre troncos de diversas árvores de cujas folhas se alimentam. Diversos 
estudos consideram que o hábito gregário em insetos é uma resposta adicional 
para acentuar a existência de outras formas de defesa geralmente morfológicas 
(cerdas) ou químicas (toxinas de base protéica) apresentadas por estes 
organismos. Além disso, pelo fato de ser maior a exposição de animais 
gregários do que de animais de hábito isolado, o mimetismo também pode ser 
considerado um importante mecanismo de defesa para estas espécies de 
hábito gregário (BUCHERL, 1971; VULINEC, 1990).  
Estas lagartas podem ser encontradas em várias espécies de árvores 
nativas tais como, ipê, goiabeira e figueira, bem como sobre troncos de árvores 
frutíferas exóticas de clima temperado (pessegueiro, laranjeira, amoreira e 
ameixeira). À noite sobem até os galhos mais altos para se alimentarem e 
durante o dia permanecem agrupadas, formando colônias, geralmente 
localizadas nas partes mais baixas dos troncos das árvores, o que propicia a 
ocorrência dos acidentes.  
Vale salientar a diferença da ação defensiva do veneno destes insetos 
daquele quadro de envenenamento causado por muitos outros animais tais 
como, escorpiões, aranhas e serpentes cujas substâncias tóxicas (também de 
natureza protéica) quando inoculadas nas vítimas funcionam como mecanismo 
de apreensão das presas e,  posteriormente, como coadjuvantes na digestão 
das presas deglutidas. Nestes animais há, portanto, uma relação morfológica e 
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fisiológica entre o aparelho produtor de veneno e os aparelhos digestivo e 
salivar. Já as larvas de lepidópteros, assim como vespas e abelhas, diversos 
animais marinhos e algumas espécies de sapos, possuem substâncias 
venenosas que não estão relacionadas à obtenção de alimento se prestando 
somente para defesa do animal contra predadores, não havendo relação dos 
sistemas digestivo e salivar com a produção de veneno (BUCHERL, 1971; 
MARVAL, 1993). 
Quanto à morfologia destas larvas, caracterizam-se por possuir o corpo 
revestido de espinhos (cerdas) que, uma vez em contato com as vítimas, se 
quebram inoculando o veneno. Estas cerdas revestem dorsal e lateralmente o 
corpo da lagarta, sendo ramificados apenas no ápice e afilando da base para o 
ápice. Sua coloração é verde claro na base e preto no ápice, sendo em número 
de seis por segmento do corpo do inseto. A coloração do corpo é marrom 
castanho claro, com três listras longitudinais, sendo uma dorsal de coloração 
marrom escuro e duas laterais de coloração amarela ocre. Em cada segmento 
do corpo há uma mancha de coloração branca em cada lado da listra 
longitudinal dorsal que se afunila no sentido póstero-anterior. Nos segmentos 
das extremidades, as cerdas laterais são de tamanho maior que as demais, 
chegando ao dobro do comprimento. A cabeça é saliente e de coloração 
marrom claro, com um septo marrom escuro na parte superior e peças bucais 









1.3. Quadro Clínico do Erucismo Lonômico 
 
Os acidentes ocorrem quando os animais agrupados ou não nos troncos 
das árvores são pressionados contra a pele. Logo após o contato, surge uma 
sensação de queimação e dor intensa no local, seguida por desconforto 
generalizado, cefaléia occipital e dores generalizadas. O curso clínico após o 
acidente está, provavelmente, relacionado à intensidade do contato, ao número 
de animais envolvidos e, em particular, às condições físicas individuais do 
paciente. Aparece, 8 a 72 horas após os primeiros sintomas, uma equimose 
extensa na área acidentada, com sangramento profuso de outros locais como 
nariz, ouvido, intestino, vagina, gengiva e pele (AROCHA-PIÑANGO et al., 
1992 e KELEN et al., 1995). Na seqüência destes sintomas, em pacientes não 
 
Figura 1- Ciclo de vida da lagarta Lonomia obliqua (Fonte: CIT/RS) 
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tratados a tempo ou tratados de maneira inadequada,  ocorre o 
desencadeamento de insuficiência renal aguda (DUARTE, 1990), hemorragia 
cerebral e, em alguns casos, a morte do paciente. 
Ainda, nas primeiras 24 horas após o contato, surge poliartralgia, 
principalmente nos membros inferiores levando os pacientes a apresentarem 
dificuldades para andar. Este sintoma foi observado em crianças (Boletim 
Epidemiológico do Paraná, 1991). 
O Ministério da Saúde (1998) divide os acidentes causados por 
lepidópteros em três tipos:  
- Dermatite urticante: causada por lagartas de diversos gêneros e por adultos 
do gênero Hylesia. 
- Periartrite Falangeana por Pararama: causada pela lagarta da espécie 
Premolis semirufa (MATOS & AZEVEDO, 1991). 
- Síndrome Hemorrágica por Lonomia sp. descritos pela primeira vez na 
década de 60 na Venezuela. Na região Norte da Brasil foram observados 
casos a partir de 1983 e na região Sul a partir de 1989 (DUARTE et al., 
1990). 
Exames laboratoriais do sangue das vítimas constataram aumento dos 
tempos de protrombina, tromboplastina parcial e trombina, e diminuição de 
fibrinogênio, fator V, plasminogênio e fator XIII. Não foram observadas 
alterações no número de plaquetas (AROCHA-PIÑANGO et al., 1992; 
GUERRERO et al., 1997a; GUERRERO et al., 1997b; GUERRERO et al., 
1999). 
Uma intensa atividade fibrinolítica foi observada no sangue, assim como 
baixas concentrações de fibrinogênio,  em  5  pacientes com hemorragia 
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generalizada  após  o   contato  com  lagartas  da  família  Saturnidae  
encontradas em uma área restrita da Venezuela (AROCHA-PIÑANGO et al., 
1969).  
Em março de 1989, na cidade de Passo Fundo-RS,  foram atendidos dois 
pacientes que apresentavam hemorragia generalizada e insuficiência renal 
aguda (IRA), após contato acidental com estas lagartas. Estes mesmos 
pacientes desenvolveram oligúria severa e até anúria, não tendo nenhuma 
alteração do nível de consciência. Ambos desenvolveram sangramentos 
intensos e hipotensão, podendo a hipovolemia ter provocado a necrose tubular 
aguda isquêmica. Esta isquemia isolada ou associada à ação direta das toxinas 
do veneno ou aos produtos liberados por alterações no sistema de coagulação 





















Figura 2- Quadro clínico do erucismo. Foto 1 e 2: lesões hemorrágicas 
após contato com Lonomia obliqua. Foto 3: hematúria macroscópica.  
(Fonte: CIT/RS) 
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1.4. Ações das toxinas lonômicas 
 
Secreções fisiológicas de alguns invertebrados possuem efeitos tóxicos 
na coagulação sangüínea e no sistema fibrinolítico de mamíferos. Alguns 
destes efeitos ocorrem devido ao fato de que substâncias presentes nestas 
secreções se comportam como componentes do sistema hemostático. Algumas 
destas substâncias foram muito bem caracterizadas, clonadas e produzidas 
através da técnica do DNA recombinante, mostrando-se muito promissoras do 
ponto de vista biotecnológico, sendo também observado que muitas delas 
possuem massas moleculares e seqüências de aminoácidos similares, o que 
poderia indicar um ancestral comum. Estes componentes podem ser divididos 
em cinco grupos: agentes antitrombóticos, inibidores e ativadores do complexo 
protrombinase, substâncias que afetam a função plaquetária, substâncias que 
afetam o mecanismo fibrinolítico e um grupo que mistura agentes com 
atividades  difíceis de agrupar (AROCHA-PIÑANGO et al., 1999). Como 
exemplos de secreções fisiológicas de invertebrados que afetam o mecanismo 
hemostático, podemos citar algumas já descritas nas secreções de lagartas 
(AROCHA-PIÑANGO et al., 1973, 1981a e 1981b; AMARANT et al., 1991; 
GUERRERO et al., 1992, 1997a, 1997b, COLL-SANGRONA et al., 1998 e 
VEIGA et al., 2001), da aranha-marrom Loxosceles intermedia (FEITOSA et al., 
1998, VEIGA et al.,1999, 2000a, 2000b, 2001a, 2001b), de diferentes espécies 
de cobras (CHANG et al., 1997; HARVEY et al., 1991; 
GOPALAKRISHNAKONE et al., 1997) entre outras tantas toxinas descritas. 
O mecanismo pelo qual os acidentes com Lonomia sp induzem 
desordens hemorrágicas está ainda sob investigação. Provavelmente a sua 
complexidade se dá pelo fato de que o veneno é composto por uma mistura de 
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diferentes toxinas que podem estar agindo sinergicamente. Um grande número 
de toxinas biologicamente ativas que contribuem para com as atividades 
nocivas do envenenamento tem sido caracterizadas. Estudos utilizando 
hemolinfa e egesto oral de L. acheolus descreveram uma atividade proteolítica 
destas secreções sobre a molécula de fibrinogênio (AROCHA-PIÑANGO, 
1981a). Duas proteases fibrinolíticas caracterizadas como sendo 
serinoproteases e denominadas Achelase I e Achelase II foram identificadas 
por Amarant et al., 1991. Estudando ainda hemolinfa de L. acheolus, Guerrero 
e Arocha-Piñango (1992) descreveram um ativador de protrombina semelhante 
ao Fator Xa e Guerrero et al. (1997a, 1997b) reportou a presença de uma 
toxina chamada Lonomin V que degrada Fator XIII.  Trabalhando com o extrato 
de cerdas, Donato et al. (1998) salientou a presença de atividade lítica sobre 
protrombina e Fator X e a inibição desta atividade pela utilização de inibidores 
de serinoproteases. Além disso, Reis et al. (1999) descreveu uma 
serinoprotease chamada LOPAP (Lonomia obliqua prothrombin activator 
protease) que possui a capacidade de induzir a incoagulabilidade do plasma 
em camundongos. Estudando secreção de L. obliqua foi identificada e 
caracterizada uma molécula chamada Lonofibrase com atividade 
fibrin(ogen)olytic que pode estar também relacionada aos efeitos hemorrágicos 
severos desencadeados pelo contato com a lagarta (PINTO et al., 2004).  
 
1.5. Tratamento dos acidentes com Lonomia obliqua 
Nas primeiras horas após o acidente, a imersão do local acometido em 
água gelada é medida auxiliar que alivia a dor. Nos raros casos de hemorragia 
abundante pode-se administrar fibrinogênio, plasma fresco ou crioprecipitado. 
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A transfusão dos elementos figurados (eritrócitos) é indicada apenas nos casos 
em que há anemia intensa. A função renal deve ser atentamente observada, 
devido ao risco de IRA. Quando há comprometimento articular, a corticoterapia 
está indicada (AROCHA-PIÑANGO et al., 1992). 
 Em sua experiência pessoal, segundo a Dra Piñango, transfusões de 
sangue total são absolutamente contra-indicadas, pois promovem uma baixa 
acentuada das plaquetas e dos Fatores II e VIII e elevação do PDF (Produtos 
de Degradação do Fibrinogênio). Os melhores resultados terapêuticos foram 
obtidos com administração de aprotinina ou ácido ε-aminocapróico e de 
fibrinogênio, quando houve sangramento abundante (FRAIHA et al., 1986). 
O Instituto Butantan de São Paulo vem produzindo, desde 1996, um 
soro antilonômico constituído de uma preparação de imunoglobulinas 
específicas purificadas e concentradas, obtidas através da imunização de 
eqüinos com extrato de cerdas de Lonomia sp. (DIAS DA SILVA et al., 1996; 
ABELLA et al., 1998). O soro só é administrado ao paciente se o acidente 
ocorreu a menos de 4 horas e se houver correta identificação do inseto. Sendo 
este um soro heterólogo, muitos pacientes apresentam reações à soroterapia, 
geralmente de origem alérgica. No entanto, em pacientes que tenham sido 
tratados previamente com terapia similar (soro anti-tetânico, anti-botulínico ou 
anti-ofídico) a reação é do tipo anafilática e, portanto, grave.  
 
1.6. Epidemiologia do Erucismo Lonômico 
 
Desde o início do século XX, tem sido registrada a ocorrência de 
taturanas do gênero Lonomia sp. no sul do Brasil. Há registros de acidentes 
hemorrágicos causados por taturanas na Venezuela em 1969 (AROCHA-
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PIÑANGO et al., 1969) e em outros países como Argentina, Bolívia, Equador, 
México, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai, entre outros. No Brasil, em 1982, 
registraram-se casos de óbitos por taturanas no Estado do Amapá (FRAIHA et 
al., 1986). No Rio Grande do Sul, no período de 1989 a 1992, foram registradas 
quatro mortes atribuídas a espécie identificada como L. obliqua, Walker 
(Lepdoptera, Saturniidae) que é muito semelhante com a espécie descrita por 
Fraiha et al, (1986) no Amapá denominada L. achelous (Lepdoptera, 
Saturniidae).  
O primeiro registro da presença deste animal no Paraná se deu em 1989 
no município de Nova Catú, com a identificação da larva da mariposa do 
gênero Lonomia. Desde então, este animal já foi identificado em vários 
municípios das Regiões Oeste, Centro e Sul do Estado (TABELA 1). Em 
fevereiro de 1996 foi encontrado pela primeira vez na Região Metropolitana de 
Curitiba. De 1990 a 1999 foram notificados mais de 180 casos de acidentes 
com lagartas L. obliqua no Paraná, sendo a maioria deles na Região Sudoeste. 
Em 1997 e 1998 foram registrados 4 óbitos no interior do Estado. Dados mais 
recentes mostram a ocorrência de 69 casos reportados no interior do Paraná 
no ano de 1999 com nenhum registro de óbito. Nos anos de 2000 a 2003 
houve uma disseminação dos acidentes por todo o Estado inclusive para a 
Capital. No ano de 2004, dados parciais apontam a ocorrência de 19 casos no 
Paraná incluindo um óbito na região de Curitiba (SECRETARIA DO ESTADO 






REGIONAIS DE SAÚDE  89 91 92 93 94 95 96 97 98 99 2000 2001 2002 2003 2004
CURITIBA - - - - - - 4 1 3 - -  1  1/1* 
PONTA GROSSA - - - - - - - - - - - 1 1   
IRATI - - - - - - - - 1 1 -  1   
GUARAPUAVA  - - - - - 1/1* - 5/1* 7 16 5 3   2 
U DA VITORIA  - - - - - 1  28/1* 22 8 3 1 5 2 4 
P BRANCO - 2 - 1 2 1 - 1 9/1* 27 4 14 4 3 10 
F BELTRÃO  - 1 2 1 1 1 2 2 7 14 - 6 3 2  
CASCAVEL 1 1 - - 2 1 - 2 4 2 - 8 4 4 1 
C  MOURÃO  1 - - - - - - - - - -  1 1  
LONDRINA  - - - - - - - 1/1* 1 1 - 1 13 2 1 
JACAREZINHO - - - - - - - - - - - 1    
TOLEDO - - - - - - - - - - - - 1   
T.  BORBA - - - - - - - - - - - 1    
IVAIP ORÃ - - - - - - - - - - 1     






Portanto, no Brasil, e em especial no Estado do Paraná, registros de 
acidentes com a lagarta L. obliqua  vêm crescendo anualmente, tornando-se 
um grave problema de Saúde Pública.   
 
1.7. Glicosaminoglicanos (GAGs) 
 
 1.7.1. Conceitos gerais 
 
O processo patológico desenvolvido por acidentes com animais 
peçonhentos, em grande parte, envolve a degradação de proteínas e 
glicosaminoglicanos da matriz extracelular e do tecido conjuntivo. A abundância 
destas enzimas/toxinas pode variar de acordo com a peçonha estudada, 
porém, as hialuronidases, enzimas que degradam ácido hialurônico e 
condroitim sulfatos, estão presentes em praticamente todos os venenos 
(GIRISH et al., 2004).   
Os GAGs foram inicialmente denominados mucopolissacarídeos por 
Meyer em 1938, devido à presença destes compostos em secreções viscosas, 
Tabela 1- ACIDENTES COM LAGARTA Lonomia - REGIONAL DE OCORRÊNCIA - PARANÁ, 1989 a  2004 (dados 
parciais até  07/07/2004). 
*Óbitos reportados (Fonte: CIT/RS) 
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e atualmente são referidos como glicosaminoglicanos conforme nomenclatura 
proposta por Jeanloz em 1960. 
Em tecidos de animais ocorrem seis (6) tipos de GAGs: heparina, 
heparam sulfato, condroitim 4-sulfato, condroitim 6-sulfato, dermatam sulfato, 
queratam sulfato e ácido hialurônico (MATHEWS, 1975; DIETRICH, 1984), 
assim definidos com base em seus constituintes. Todos são polímeros de 
natureza ácida e, com exceção do ácido hialurônico, carregam grupamentos 
sulfatos ligados a várias posições. Desta forma eles devem sua carga negativa 
à carboxila (ácido hialurônico), aos grupamentos sulfato (queratam sulfato) ou a 
ambos (condroitim, dermatam e heparam sulfato e heparina).  
Os GAGs, com exceção ao ácido hialurônico, ocorrem nos tecidos 
covalentemente ligados a um esqueleto protéico, formando proteoglicanos. O 
ácido hialurônico é o único GAG que ocorre nos tecidos como cadeias 
polissacarídicas não covalentemente ligadas a proteínas (EVERED & 
WHELAN, 1989). 
Os GAGs mais utilizados e melhor padronizados para pesquisa básica 
são: ácido hialurônico, condroitim sulfato, dermatam sulfato,  heparam sulfato e 
heparina.  
Estruturalmente o ácido hialurônico, também denominado hialuronan, é 
o mais simples dos GAGs, sendo constituído por unidades dissacarídicas 
repetitivas de ácido D-glucurônico e N-acetil-D-glucosamina, unidas por 
ligações β (1-3) (ácido glucurônico→glucosamina) e β (1-4) 
(glucosamina→ácido glucurônico). É um composto de alta viscosidade que 
atua como excelente protetor e lubrificante. Nos tecidos, ele interage com o 
esqueleto protéico de proteoglicanos presentes em cartilagem e em matriz de 
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tecido conjuntivo frouxo. Também é encontrado em humor vítreo, líquido 
sinovial, cordão umbilical, líquido amniótico, músculo, cérebro e rim (LAURENT 
& FRASER, 1986). 
As unidades fundamentais do condroitim sulfato consistem do ácido-D- 
glucurônico unido por uma ligação β (1-3) a N- acetil-galactosamina-O-
sulfatada. A sulfatação pode ocorrer nas posições C4 e/ou C6 da N-acetil-
galactosamina. A ligação interdissacarídica é do tipo β(1-4). Os condroitim 
sulfatos são encontrados em uma ampla variedade de tecidos, sendo mais 
freqüentes na cartilagem e discos invertebrais onde podem alcançar a 
concentração de 10% do peso total (IOZZO, 1985). Em todos os tipos de 
tumores (benignos ou malignos) há aumento significativo de condroitim sulfato. 
(SAMPAIO et al., 1977; DIETRICH et al., 1978). 
O dermatam sulfato difere do condroitim por apresentar além do ácido D-
glucurônico, resíduos de ácido L-idurônico. Os ácidos D-glucurônico ou L-
idurônico são unidos a N-acetil-galactosamina-4-sulfatada por ligações β (1-3) 
e α (1-3) respectivamente, enquanto que a ligação interdissacarídica é do tipo β 
(1-4).  Estão amplamente distribuídos, na forma de proteoglicanos, em diversos 
tecidos e células tais como, córnea, esclera, pele, tecido hepático e esplênico, 
entre outros (FISHER et al., 1989).  
O heparam sulfato é constituído de unidades alternadas de ácido D-
glucurônico e D-glucosamina unidas por ligações glicosídicas do tipo β (1-4) e 
ácido L-idurônico ligado à D-glucosamina por meio de ligação glicosídica α (1-
4). No entanto, a ligação interdissacarídica é do tipo α (1-4). A glucosamina 
pode estar N-acetilada ou N-sulfatada e/ou ainda, O-sulfatada na posição C-6 




 As hialuronidases constituem um grupo de enzimas que catalisam a 
quebra do ácido hialurônico. Existem três grupos principais de enzimas com 
esta especificidade que, por sua vez, possuem diferentes mecanismos de 
ação.  
1- hialuronidase tipo testicular (hialuronoglucosaminidase): cliva ligações 
glicosídicas (1-4) entre resíduos β-N-acetilhexosamina e ácido glucurônico 
de ácido hialurônico e condroitim sulfato formando oligossacarídeos e N-
acetilglucosamina na extremidade redutora e ácido glucurônico na 
extremidade não redutora.   
2- hialuronidase de sanguessuga (hialuronato glucanohidrolase): gera como 
produtos da clivagem tetrassacarídeos com N-acetilglucosamina na 
extremidade não redutora e ácido glucurônico na extremidade redutora.  
3- hialuronidase bacteriana (hialuronato liase): uma delas é obtida de 
Streptomyces hyalurolyticus sendo mais específica para ácido hialurônico e 
inerte ao condroitim sulfato. Cliva ligações glicosídicas (1-4) entre resíduos β-
N-acetilhexosamina e ácido glucurônico do ácido hialurônico gerando resíduos 
insaturados de ácido glucurônico na extremidade não redutora e N-
acetilglucosamina na extremidade redutora (MEYER, 1971). 
No corpo humano as hialuronidases são encontradas tanto em órgãos 
tais como baço, fígado, olhos, pele, rim e útero, bem como em fluidos corporais 








1.8. Enzimas Proteolíticas  
 
1.8.1. Conceitos gerais  
 
 O quadro cutâneo hemorrágico e o quadro sistêmico causados por 
acidentes com Lonomia sp. sugerem a presença de proteases nas secreções e 
extratos deste inseto.           
 Historicamente, proteases digestivas estão geralmente associadas com 
degradação de proteínas e muito cedo atraíram a atenção de fisiologistas e 
bioquímicos que se interessavam pelo processo de digestão protéica em 
animais e no homem. Até então as proteases digestivas das secreções 
pancreáticas e gástricas eram as melhores caracterizadas e muito do 
conhecimento atual de estrutura protéica e função enzimática derivou-se do 
estudo das mesmas. Investigações sobre cinética, especificidade e inibições, 
juntamente com análises detalhadas das suas sequências de aminoácidos e 
estrutura tridimensional por difração em raio-X, permitiram a  identificação dos 
componentes e da geometria dos seus sítios ativos e, com isso, o mecanismo 
de ação destas proteases digestivas foi deduzido. Como resultado, ficou 
evidente que as proteases podem ser classificadas em famílias, baseando-se 
nas estruturas e mecanismos de ação. Primeiramente as proteases foram 
classificadas de acordo com suas massas moleculares, carga ou substrato 
específico. Um sistema mais racional é agora baseado na comparação de seus 
sítios ativos, mecanismos de ação e estrutura tridimensional. Quatro classes 
são reconhecidas pela União Internacional de Bioquímica e, entre estas 
classes, seis famílias de proteases são descritas até o momento. Cada família 
tem um conjunto característico de resíduos de aminoácidos funcionais 
arranjados em uma configuração particular para formar um sítio ativo.  
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 As serinoproteases incluem duas distintas famílias: as serinoproteases 
de mamíferos e as serinoproteases de bactérias. Elas diferem uma da outra na 
seqüência de aminoácidos e na estrutura tridimensional, apesar de possuírem 
geometria e mecanismo enzimático comum no seu sítio ativo (BEYON & 
BOND, 1989).  
 Analogamente, as metaloproteases incluem três famílias: 
carboxipeptidases pancreáticas de mamíferos que diferem da termolisina 
bacteriana na estrutura química apesar de ambas serem metaloenzimas-zinco-
dependentes e possuírem a configuração similar dos seus sítios ativos, e as 
metaloproteases da matriz extracelular (MMPs), que representam um grupo de 
endopeptidases que clivam parcialmente moléculas da matriz extracelular além 
de outras possíveis características (KLEINER et al.,1993). As MMPs estão 
envolvidas na regulação da montagem, remodelação e tamanho das estruturas 
extracelulares em condições fisiológicas, como na embriogênese, e em 
condições patológicas como na doença periodontal, artrite reumatóide e 
invasão e metástase de tumores. A família das metaloproteases da matriz 
extracelular é composta por colagenases, estromelisinas, gelatinases e outras 
metaloproteases facultativas (BIRKEDAL-HANSEN et al.,1993). 
 As cisteíno-proteases (tiolproteases) incluem muitas catepsinas 
lisossomais de mamíferos, as proteases ativadas por cálcio citosólico e as 
proteases de plantas como papaína, sendo esta o membro mais estudado 
desta família. As proteases ácidas (proteases aspárticas)  incluem  
penicilopepsina bacterianas, pepsinas de mamíferos, renina, quimosina e 
certas proteases de fungos. Muitas outras enzimas proteolíticas vêm sendo 
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identificadas e isoladas, porém não se enquadram nestes grupos (BEYON & 
BOND, 1989).  
1.8.2. Inibidores de protease   
 
O controle da atividade de proteases em sistemas biológicos é 
essencialmente importante. A inativação de proteases pode ocorrer de dois 
mecanismos distintos: por degradação proteolítica ou pelo bloqueio através de 
inibidores específicos. Estes inibidores são “pseudosubstratos” com graus 
variáveis de afinidade pelo sítio catalíticos das enzimas (TRONCOSO et al., 
2003). Inibidores de proteases têm um papel fundamental na regulação da 
proteólise, sendo as enzimas alvo de origem endógena ou exógena. Eles 
permitem a regulação da velocidade de proteólise na presença da enzima 
ativa. Inibidores de serinoproteases de mamíferos vêm sendo identificados em 
numerosas fontes, incluindo plantas, como a soja, e o ser humano. Essa classe 
de moléculas tem sido estudada e identificada na hemolinfa de muitos 
artrópodes, em espécies como Bombyx mori, Locusta migratoria, Mythimna 
unipuncta, bem como em venenos de animais peçonhentos como cobras 
(SHAFQAT  et al., 1990; CHANG et al., 2001). Esses inibidores de proteases 
têm mostrado uma grande interação com proteases alvo selecionadas 
envolvidas em condições patológicas sendo um meio poderoso para o 
entendimento da imunidade dos insetos em nível molecular (CHERQUI et al., 
2001). Além disso, o uso de inibidores de proteases como agentes 
terapêuticos, em particular, o seu uso na inibição da transformação celular, 
desordens na coagulação sangüínea, osteoporose, doenças por retrovírus e 
câncer estão atualmente sob  investigação (HOCMAN, 1992). Portanto, devido 
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às inúmeras aplicações de inibidores de proteases nos mais variados campos 






















































Em função do quadro epidemiológico de Erucismo Lonômico que 
atualmente acomete a região Sul do país e da biodiversidade de toxinas 
produzidas pela lagarta L. obliqua que podem ser utilizadas como ferramentas 
biotecnológicas, é nosso objetivo no presente trabalho: 
• Analisar a ação do extrato de cerdas da lagarta L. obliqua sobre 
diferentes glicosaminoglicanos. 
 
• Caracterizar bioquimicamente a enzima que apresenta essa ação 
determinando sua massa molecular e pH ótimo para sua atividade. 
 
• Determinar qual o perfil de atividade enzimática da enzima em questão 
incluindo mecanismo de clivagem e análise dos fragmentos gerados. 
 
• Verificar a atividade enzimática sobre os glicosaminoglicanos 
organizados na matriz extracelular em tecido animal. 
 
• Avaliar a presença de inibidores de proteases na hemolinfa da lagarta e 
determinar sua especificidade. 
 
• Caracterizar bioquimicamente este inibidor determinando sua massa 
molecular e avaliando o grau reversibilidade de inibição. 
 
• Purificar a molécula inibidora por ensaios cromatográficos visando um 
estudo mais aprofundado incluindo  o seqüenciamento da proteína e 





















































 III. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1. Animais 
 Foram utilizadas larvas de sexto instar de L. obliqua fornecidas pelo 
Centro de Zoonoses da Secretária do Estado da Saúde do Paraná bem como 
coletadas no Zoológico do Parque Iguaçu na cidade de Curitiba. Foram 
utilizados cortes de derme de coelhos neozelandeses fornecidos pelo Biotério 
do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná.  
3.2. Reagentes 
 O ácido hialurônico de cordão umbilical bovino, o condroitim sulfato de 
cartilagem bovina, dermatam sulfato de pele suína, a hialuronidase testicular 
bovina e a hialuronidase bacteriana de Streptomyces hyalurolyticus, assim 
como, a agarose, os marcadores de massa molecular, a streptavidina 
conjugada com fluoresceína, o anticorpo policlonal que reconhece IgG de 
camundongo marcado com fosfatase alcalina, o 3- aminopropiltrietoxisilano e o 
fibrinogênio e a trombina purificados de plasma humano foram adquiridos da 
Sigma, St. Louis, EUA. O heparam sulfato de pâncreas bovino e a proteína de 
ligação a ácido hialurônico biotinilada (probe) foram fornecidos pela Escola 
Paulista de Medicina-UNIFESP/EPM. A gelatina, as membranas de 
nitrocelulose e os substratos cromógenos para fosfatase alcalina (BCIP/NBT)  
foram adquiridos da Gibco, BRL, Bethesda, EUA. As cromatografias de gel 
filtração e afinidade foram processadas em Sephadex G-100 e Tripsina-
Agarose adquiridas da Pharmacia, Uppsala, Suécia e Sigma, St. Louis, EUA 
respectivamente. O DAPI 4-6-diamino-2-fenilindol dicloreto foi obtido da 
Molecular Probes, Eugene, OR, EUA. As enzimas proteolíticas utilizadas 
(tripsina, elastase, quimotripsina,  proteinase K, papaína, pepsina e 
colagenase) foram adquiridas também da Sigma. A fibronectina (ENGVALL et 
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al., 1977) e vitronectina (YATOGHO et al., 1988) foram purificadas de plasma 
humano e a laminina de tumor EHS (PAULSSON et al., 1987). Todos os outros 
reagentes químicos utilizados para confecção deste trabalho foram reagentes 
de grau analítico. 
3.3. Coleta de hemolinfa e das cerdas da lagarta L. obliqua  
Para a extração da hemolinfa foram feitas pequenas incisões nas falsas 
patas na parte ventral do corpo do animal sem anestesia-lo. O líquido, 
amarelo e cristalino, foi coletado com o auxílio de micropipeta e armazenado 
em microtubos submetidos a posterior  congelamento a -20°C. Para a 
extração das cerdas que revestem o corpo do animal, este foi  previamente 
anestesiado com clorofórmio para que permanecesse imóvel durante a 
extração. As cerdas foram retiradas uma a uma com o auxílio de pinça e 
tesoura de ponta fina. Todo o material de segurança necessário para a 
extração foi utilizado, tais como máscara, óculos de segurança e luvas.  
3.4. Processamento da hemolinfa e das cerdas da lagarta L. obliqua 
Para a total retirada de qualquer contaminante macroscópico da 
hemolinfa, tais como restos de tecidos do animal, estes materiais passaram 
por sucessivas centrifugações a 13000g por cinco minutos, sendo o 
precipitado descartado e o sobrenadante congelado em microtubos. No 
processamento das cerdas, utilizou-se um grau e um pistilo para a total 
trituração das mesmas e um pequeno volume (aproximadamente 5mL) de 
uma  solução de PBS (salina em tampão fosfato pH 7,3) como solução 
mordente. O extrato obtido foi então sucessivas vezes centrifugado a 13000g 
por cinco minutos para a retirada das partículas sólidas. O líquido claro e 
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esverdeado resultante foi armazenado em microtubos sob congelamento a  
  -20°C. 
3.5. Dosagem de proteínas dos extratos das cerdas e hemolinfa 
A dosagem de proteínas presentes nesses materiais foi feita através do 
método de Bradford que se utiliza do corante Azul de Coomassie. A dosagem 
é feita em um microensaio utilizando placa de 96 poços e leitura em 
espectrofotômetro (Meridian ELX 800) com filtro de 595nm (BRADFORD, 
1976). 
 
3.6. Eletroforese em Gel de Agarose  
 O método de microeletroforese em gel de agarose, desenvolvido por 
Jaques et al. (1968) e modificado por Dietrich & Dietrich (1976) se baseia no 
uso de lâminas de gel de agarose (0.55%) submetidas a uma corrida 
eletroforética em caixa refrigerada sob uma voltagem constante de 100V. Os 
tampões de corrida utilizados foram Tris-Acetato pH 9,0 para melhor 
separação do ácido hialurônico ou PDA (diaminopropano) pH 8,0 para melhor 
separação dos outros GAGs. Após a corrida os glicosaminoglicanos 
presentes no gel são precipitados pela imersão da lâmina  em solução de 
Cetavlon (Brometo de Cetiltrimetilamônio) 0,1% por duas horas a temperatura 
ambiente. O gel é seco e corado com solução de azul de toluidina 0,1% em 
ácido acético 1% e etanol 50%. 
3.7. Experimentos de Zimograma  
Os zimogramas foram feitos usando SDS-PAGE 10% ou 15% contendo 
340µg/mL de ácido hialurônico ou solução de gelatina 1% como substrato. As 
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amostras em estudo, diluídas em tampão Laemmli, em condições não 
redutoras, foram submetidas à  eletroforese (15mA) à 4º C. Após a migração 
eletroforética, os géis foram incubados 2 vezes em Triton X-100 (Reagen, RJ, 
BR) 2,5% por 20 minutos cada e em seguida incubados à 37ºC em tampão 
ótimo para a atividade enzimática que inclui basicamente 50 mM de solução 
tampão no pH adequado, 200mM de NaCl, 5 mM de CaCl2 e 5 mM de MgCl2 
para a zimografia com substrato protéico e 50 mM de solução tampão no pH 
adequado, 150mM de NaCl e 0,5 mM de CaCl2 para zimografia com 
glicosaminoglicano. Na zimografia reversa para estudo de inibidores de 
proteases adiciona-se tripsina a 1mg/mL no tampão ótimo e, após o período de 
incubação, a digestão é interrompida por uma lavagem em solução 10% de 
ácido acético. Os géis são corados pelo Azul de Alcian (ácido hialurônico) ou 
pelo Azul de Coomassie (gelatina). As zonas claras que se sobressaem no gel 
contra um fundo corado demonstram a presença de atividade proteolítica na 
amostra, enquanto que as zonas coradas evidentes sobre o fundo digerido 
mostra a presença de inibidores de proteases (MIURA et al., 1995; CHERQUI 
et al., 2001).   
 
3.8. Determinação do Perfil da Atividade Enzimática da Hialuronidase 
 Com o objetivo de determinar a natureza da atividade degradatória da 
hialuronidase presente no extrato das cerdas, alíquotas de ácido hialurônico 
foram incubadas à 37°C por 16 horas com extrato bruto de cerdas, com 4U de 
hialuronidase de Streptomyces hyalurolyticus, uma típica enzima liase, ou com 
4U de hialuronidase testicular bovina, uma típica enzima hidrolase. As misturas 
reacionais foram submetidas à leitura em espectrofotômetro na região de 
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ultravioleta (190-340nm) e os resultados expressos na forma de curvas de 
absorção (GREILING et al., 1957).  
 Em um outro experimento, alíquotas de ácido hialurônico foram 
incubadas com extrato cerdas à 37°C. Após 2h, 4h, 8h, 24h e 48h de 
incubação, amostras foram coletadas e analisadas pelo método de Reissig 
(1955) o qual baseia-se em uma reação colorimétrica resultante da interação 
entre o reagente p-dimetilaminobenzaldeído (DMAB) e os resíduos de N-
acetilglucosamina terminais originados a partir da hidrólise do ácido hialurônico. 
Os resíduos de N-acetilglucosamina se convertem sucessivamente em 
cromógenos 1 e 2 sob condições alcalinas a 100°C e posteriormente em 
cromógeno 3 pela adição de solução ácida. Este cromógeno 3, então, reage 
com o DMAB e resulta em um produto colorido que pode ser detectado a 
585nm.     
3.9. Fluorescência em tecido 
Para avaliação da atividade do extrato de cerdas sobre o ácido 
hialurônico organizado na matriz extracelular, amostras de pele de coelho 
foram fixadas em paraformaldeído 2% (paraformaldeído 20% em ampola da 
Ladd Research Industries, Burlington, UT, EUA) em PBS por 30 minutos à 
temperatura ambiente. Posteriormente, o material foi emblocado em Tissue 
Freezing Medium (Electron Microscopy Sciences, Washington, PA, EUA). Os 
cortes histológicos feitos em criostato foram fixados em lâminas previamente 
lavadas, autoclavadas e tratadas com 3-aminopropiltrietoxisilano e incubados 
ou não com extrato de cerda por 16h à 37°C. Foram lavados com PBS e 
incubados com 0.1M de glicina por 10 minutos. Seqüencialmente os cortes 
foram bloqueados com solução de PBS contendo 1% de albumina de soro 
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bovino (BSA) por 1h em temperatura ambiente. Para detecção do ácido 
hialurônico os cortes foram, então, incubados com proteína de ligação ao ácido 
hialurônico (probe) conjugada com biotina em uma diluição de 1:40 em 
PBS/0.3%Tween-20. As lâminas foram lavadas 10 vezes com PBS e 
bloqueadas com PBS-1%BSA por 1h em temperatura ambiente. Finalmente, os 
cortes foram incubados, por 40 min ao abrigo da luz, com streptavidina 
conjugada com fluoresceína em uma diluição de 1:300 em PBS-1%BSA e DAPI 
(0.5 µg/mL) para análise citoquímica do núcleo celular. As lâminas foram 
lavadas em PBS e depois em PBS/0.3%Tween-20 (MARTINS et al., 2003). 
Depois da lavagem, as laminas foram montadas com Fluormont-G (Electron 
Microscopy Sciences, Washington, PA, EUA) e observadas em microscópio de 
fluorescência confocal (Confocal Radiance 2, 100, BioRad, Hercules, EUA) 
acoplado a um microscópio Nikon-Eclipse E800 com objetivas Plan-
Apochromatic (Sciences and Technologies Group Instruments Division, 
Melville, EUA).  
3.10. Eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida na presença 
de SDS 
 Eletroforeses foram realizadas em géis de poliacrilamida SDS-PAGE 
7.5% em condições redutoras como descrito (LAEMMLI et al., 1970). Os géis 
são submetidos a uma corrente constante de 30mA. Após corrida eletroforética 
os géis foram corados pela incubação por 20 minutos com o corante Azul de 
Coomassie.   
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3.11. Imunoensaio de Western Blotting 
 Após corrida eletroforética, as proteínas são  transferidas para 
membranas de nitrocelulose em uma cuba específica (Bio Rad) a uma 
voltagem constante (25V) por 16 horas à 4°C. As membranas de nitrocelulose 
contendo as proteínas transferidas são coradas com Ponceau-S (Sigma) para 
verificação da eficiência da transferência. Posteriormente, as membranas são 
descoradas com água deionizada e têm seus sítios inespecíficos bloqueados 
com solução PBS-leite desnatado 3% (p/v) por 2 horas. A seguir, são 
incubadas com o anticorpo primário que reconhece fibronectina produzido em 
nosso laboratório como descrito por Harlow e Lane em 1988, em diluições pré-
determinadas por 2 horas e, então, lavadas novamente com PBS-leite 
desnatado 3% (3 vezes de 10 minutos).  Para visualizar a imunorreação, 
incubam-se as membranas com anticorpo anti-IgG específico conjugado com 
fosfatase alcalina por duas horas e, então, após lavagens com PBS-leite 
desnatado 3% (3 vezes de 10 minutos), PBS (1 vez de 10 minutos) e tampão 
ótimo para fosfatase alcalina (1 vez de 10 minutos), adiciona-se solução 0,33% 
de BCIP e 0,44% NBT em tampão ótimo para fosfatase alcalina (HARLON & 
LANE, 1988). 
3.12. Cromatografia de Gel Filtração 
Em coluna  de 65cm de comprimento e 2,5 cm de diâmetro, preenchida 
com  resina Sephadex G-100 hidratada, foi aplicado um volume de 
aproximadamente 2,5mL contendo 25mg de hemolinfa de L. obliqua filtrada em 
filtro 0,22µm. Para  controlar a eluição da amostra  foram usados bomba 
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peristáltica (0,34ml/min), coletador de frações (2mL/tubo) e detector com leitura 
para faixa de 280nm (Econo System, Bio Rad, Hercules, EUA).  
3.13. Cromatografia de Afinidade 
 
Em coluna  de 10cm de comprimento e 2cm de diâmetro, preenchida 
com 5mL de resina Tripsina-Agarose, foi aplicado um volume de 
aproximadamente 100mL a 0,14mg/mL, contendo a mistura das frações com 
atividade coletadas no ensaio de gel filtração da hemolinfa da lagarta. Este 
material ficou ciclando pela coluna por 16 horas. Para  eluição, controlada por 
uma bomba peristáltica (0,34ml/min), utilizou-se solução de glicina 0,1M pH 
2,6. As frações eluídas foram neutralizadas à pH 7,0 com solução de Tris-HCl 
pH 9,5 e monitoradas por leitura em espectrofotômetro a 280 nm (TRONCOSO 
et al., 2003). 
 
3.14. Análise da atividade inibitória das frações pré-purificadas da 
hemolinfa da lagarta L. obliqua sobre a ação da trombina 
 Em tubos de ensaio contendo alíquotas de solução de fibrinogênio 
de plasma humano purificado 1mg/mL, adicionou-se 0,1U de trombina 
pré-incubada à 37°C por 4 horas com alíquotas das frações pré-
purificadas da hemolinfa. A formação de coágulos foi visualizada usando 
corante Ponceau-S (Sigma). O coágulo transparente contra o fundo 



















































4.1. Pesquisa de atividade hialuronidásica no extrato de cerdas 
da lagarta L. obliqua 
4.1.1. Análise da degradação de glicosaminoglicanos pelo extrato de 
cerda de Lonomia obliqua. 
 Baseando-se no fato de que o efeito sistêmico é a conseqüência mais 
grave nos casos de Erucismo Lonômico e que tal efeito decorre do 
espalhamento das toxinas pelo corpo, avaliamos a presença de atividade 
hialuronidásica no extrato de cerdas da lagarta, uma vez que estas enzimas 
têm sido reportadas como sendo fatores de espalhamento e estão presentes 
na peçonha de muitos animais estudados (GIRISH et al., 2004). Ácido 
hialurônico purificado foi incubado em uma razão de 1:1 com extrato de cerdas 
de L. obliqua por 16 horas à 37°C. O perfil de degradação foi analisado através 
de uma eletroforese em gel de agarose utilizando tampão Tris-Acetato pH 8.0 e 
coloração por Azul de Toluidina. Como mostrado na FIGURA 3A, podemos 
observar que o ácido hialurônico foi totalmente degradado. O extrato de cerda  
também foi incubado com heparam sulfato (HS), dermatam sulfato (DS) e 
condroitim sulfato (CS) para caracterizar esta atividade enzimática. Estes 
glicosaminoglicanos foram incubados em uma razão (substrato:extrato) de 1:1 
e 1:3 nas mesmas condições experimentais descritas acima. Como visto na 
FIGURA 3B, não houve degradação de HS e DS nas condições testadas. Por 
outro lado, o CS foi degradado mesmo na menor razão de substrato:extrato. 
Estes resultados, em conjunto, suportam a hipótese de haver atividade 
hialuronidásica no extrato das cerdas da lagarta L. obliqua. 
 35
 4.1.2. Análise comparativa do perfil de degradação do ácido hialurônico 
pelo extrato de cerdas de L. obliqua e avaliação dos fragmentos gerados 
por esta atividade.  
Como detectamos atividade lítica do extrato de cerdas da lagarta sobre 
ácido hialurônico e condroitim sulfato, pensamos em comparar esta atividade 
hialuronidásica com duas outras hialuronidases bem estabelecidas na literatura 
para melhor caracterizar a enzima em questão. Alíquotas de ácido hialurônico 
foram incubadas à 37°C por 16 horas, com extrato de cerdas de L. obliqua, 
hialuronidase de Streptomyces hyalurolyticus (uma típica enzima liase) ou com 
hialuronidase testicular bovina (uma típica enzima hidrolase) em uma razão de 
2:1 (substrato:extrato) ou 150µg de ácido hialurônico e 4U das hialuronidases 
purificadas. A hialuronidase liase degrada o ácido hialurônico gerando 
fragmentos insaturados de ácido glucurônico na extremidade não redutora que 
possuem intensa absorção em 210-230nm (OHYA & KANEKO, 1970). Já os 
produtos gerados pela hialuronidase hidrolase geram fragmentos de N-
acetilglucosamina na extremidade redutora. Os produtos de digestão foram  
analisados por leitura em espectrofotômetro na região do ultravioleta (190-
340nm). Como mostrado na FIGURA 4A, os fragmentos de ácido hialurônico 
gerados pela hialuronidase do extrato de cerdas se assemelham àqueles 
obtidos pela degradação do ácido hialurônico com a hialuronidase testicular 
bovina, apontando a hialuronidase do extrato como sendo uma enzima 
hidrolítica. Uma vez descrevendo a hialuronidase do extrato como uma 
hidrolase, o mecanismo hidrolítico da enzima foi posteriormente investigado. As 
hialuronidases podem ser caracterizadas como endoβ-N-
acetilhexosaminidases que clivam as ligações glicosídicas (1-4) β-N-
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acetilhexosamina (MEYER et al., 1960) ou endoβ-glucuronidase que clivam as 
ligações glicosídicas (1-3) β-ácido glucurônico (YUKI & FISHMAN, 1963; 
OLIVEIRA et al., 1994). Este ensaio foi feito através de um experimento de 
cinética (0-48horas) à 37°C em uma razão de 1:1 (substrato:extrato). Os 
fragmentos de ácido hialurônico gerados foram analisados por uma reação 
colorimétrica como descrito por Reissig (1955) para estimativa dos resíduos de 
açúcares  N-acetilglucosamina na extremidade redutora. Como observado na 
FIGURA 4B, a reação colorimétrica foi positiva, identificando a hialuronidase do 
extrato de cerdas de L. obliqua como uma enzima do tipo endo-β-N-
acetilhexosaminidase. Este tipo enzimático degrada ácido hialurônico que 
contém  resíduos de β-D-N-acetilglucosamina, assim como condroitim sulfato 
que contém unidades de β-D-N-acetilgalactosamina. 
4.1.3.  Detecção de hialuronidases de 49kDa e 53kDa no extrato de cerdas 
de L. obliqua.  
 Após detectar a atividade lítica sobre ácido hialurônico e condroitim 
sulfato caracterizando o perfil de clivagem da enzima, partimos para uma 
melhor caracterização bioquímica da molécula. Um experimento de zimografia, 
utilizando ácido hialurônico (340µg/mL) como substrato e 2µg de extrato de 
cerdas foi realizado para determinação da massa molecular da enzima. Como 
visualizado na FIGURA 5, existe atividade lítica sobre o ácido hialurônico nas 
regiões de 49 kDa e 53kDa, confirmando a existência de hialuronidases no 
extrato.   
 37
4.1.4. Avaliação da atividade ótima das hialuronidases do extrato de 
cerdas de L. obliqua em função do pH. 
A atividade lítica das hialuronidases do extrato de cerdas da lagarta foi 
avaliada perante alterações do pH no tampão ótimo. Alíquotas de 2µg de 
extrato de cerdas foram submetidas a um ensaio de zimograma co-
polimerizado com ácido hialurônico. O ensaio transcorreu  sob diferentes 
condições de pH (50mM tampão acetato pH 5,0 e pH 6,0 e 50mM tampão Tris-
HCl pH 7,0 e pH 8,0). As zonas lisadas do zimograma foram mensuradas com 
o auxílio do software Scion Image for Windows 95/98  (Microsoft Windows).  
Como exposto nas FIGURAS 6A e 6B, as hialuronidases do extrato de cerdas 
parecem possuir uma faixa ótima de pH que vai de condições fracamente 
ácidas, pH 6,0, até neutras, pH 7,0.  
4.1.5. Estudo da atividade das hialuronidases do extrato de cerdas de L. 
obliqua sobre ácido hialurônico organizado na matriz extracelular (MEC) 
tecidual.  
 Finalmente examinamos a atividade hialuronidásica do extrato de cerdas 
da lagarta sobre ácido hialurônico organizado na MEC, onde se encontra 
ancorado a outras moléculas constituintes desta matriz. Amostras de pele de 
coelho foram incubadas com extrato de cerdas de L. obliqua por 16 horas à 
37°C. O ácido hialurônico presente nas amostras foi detectado por reação de 
fluorescência utilizando proteína de ligação a ácido hialurônico (probe) 
conjugada com biotina e streptavidina conjugada com fluoresceína. Os 
resultados foram analisados usando microscopia confocal. Como evidenciado 
na FIGURA 7, os cortes histológicos tratados com o extrato de cerdas revelam 
um decréscimo em seu padrão de fluorescência para ácido hialurônico, 
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demonstrando que as hialuronidases do extrato são capazes de degradar ácido 
hialurônico mesmo organizado na MEC.   
4.2. Pesquisa da presença de inibidores de proteases na 
hemolinfa da lagarta L. obliqua. 
4.2.1. Detecção da atividade inibitória da hemolinfa bruta de L. obliqua 
sobre a atividade proteolítica da tripsina. 
Com base em trabalhos que indicam a presença de toxinas 
caracterizadas como serinoproteases no extrato de cerdas da lagarta L. obliqua 
provavelmente envolvidas com os efeitos sistêmicos acarretados pelo erucismo 
(AMARANT et al., 1991; DONATO et al., 1998; REIS et al., 2001a; REIS et al., 
2001b),  consideramos a hipótese de identificarmos um inibidor de protease na 
hemolinfa do animal com a possível função de defesa da lagarta contra suas 
próprias toxinas, ou mesmo, com função tóxica evidenciada nos acidentes. 
Fibronectina humana purificada (substrato protéico) foi incubada com tripsina 
na presença de hemolinfa bruta de L. obliqua em uma razão de 100:1:100 
(substrato:enzima:substrato) por 4 horas à 37°C. As amostras foram 
submetidas a um gel de eletroforese SDS-PAGE 7,5% sob condições redutoras 
e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. O perfil da fibronectina foi 
visualizado por imunorreação utilizando anticorpos que reconhecem esta 
molécula em uma diluição de 1:1000. Como pode ser visualizado na FIGURA 
8, a hemolinfa da lagarta foi capaz de inibir significativamente a degradação da 
fibronectina pela tripsina, uma enzima pertencente á família das 
serinoproteases. Este dado evidencia a presença de inibidor de proteases na 
hemolinfa da lagarta.  
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4.2.2. Detecção da atividade inibitória da hemolinfa bruta de L. obliqua 
sobre a atividade proteolítica de diferentes famílias enzimáticas. 
 Com o intuito de melhor caracterizar a natureza bioquímica desta 
atividade inibitória verificamos se esta atividade exercida pela hemolinfa da 
lagarta sobre a atividade proteolítica da tripsina se estendia a outras famílas 
enzimáticas. Fibronectina humana purificada (substrato protéico) foi incubada 
com diferentes enzimas proteolíticas na presença de hemolinfa bruta de L. 
obliqua e submetidas as mesmo ensaio descrito no item acima. Como 
mostrado na FIGURA 9, podemos observar que a hemolinfa da lagarta foi 
capaz de inibir totalmente a degradação da fibronectina pela elastase e pela 
quimotripsina (serinoproteases) e de inibir parcialmente a degradação pela 
proteinase K (serinoprotease de amplo espectro). Observa-se também que não 
houve inibição da degradação da fibronectina pela pepsina (protease ácida), 
pela papaína (tiolprotease) e que houve uma inibição mínima da atividade da  
colagenase V e veneno de aranha marrom (metaloproteases). Estes resultados 
fortalecem a hipótese da presença de inibidor de proteases na hemolinfa da 
lagarta e apontam este como sendo um forte inibidor de serinoproteases.    
4.2.3. Pré-purificação do inibidor de protease presente na hemolinfa de L. 
obliqua por cromatografia de gel filtração.  
Buscando purificar a molécula do inibidor de protease descrita, 
conduzimos um ensaio cromatográfico em resina Sephadex G-100. Partimos 
de 100mg de hemolinfa bruta e coletamos as frações eluídas em alíquotas de 
2mL monitoradas por absorbância a 280 nm. Este material foi normalizado para 
proteínas considerando a absorbância das frações eluídas e foi submetido à 
incubação com fibronectina humana purificada e tripsina em razão de 
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100:100:1 à 37°C por 4 horas. As amostras foram submetidas a eletroforese 
em SDS-PAGE 7,5% sob condições redutoras e o gel corado por Azul de 
Coomassie. De acordo com a FIGURA 10A e 10B, pode-se observar que as 
frações concentradas no vale gerado no cromatograma (absorbância em torno 
de 0,2) possuem atividade inibitória sobre a tripsina.  
 
4.2.4. Purificação do inibidor de proteases presente na hemolinfa de L. 
obliqua por cromatografia de afinidade.  
  Buscando otimizar a purificação da molécula do inibidor de protease 
descrita, conduzimos seqüencialmente um ensaio cromatográfico de afinidade 
em resina Tripsina-Agarose. Uma mistura das frações com atividade inibitória 
eluídas da gel filtração foi aplicada na coluna e ciclou durante 16 horas a 4°C. 
A eluição foi realizada utilizando solução de glicina 0,1M pH 2,6. As amostras 
eluídas foram neutralizadas a pH 7,0 utilizando solução de Tris-HCl pH 9,5 e 
monitoradas em absorbância em 280 nm como pode ser visualizado na 
FIGURA 11A. Com o objetivo de caracterizar bioquimicamente o inibidor de 
protease identificado na hemolinfa da lagarta, realizamos um experimento de 
zimografia reversa. Alíquotas de 2,5µg do material pré-cromatografia de 
afinidade, do eluato da afinidade e do pós-cromatografia de afinidade foram 
submetidas a um ensaio de SDS-PAGE 15% impregnado com gelatina. Após 
corrida eletroforética, o gel foi incubado com solução tampão contendo 
0,1mg/mL de tripsina por 2 horas à 37°C. A digestão foi terminada pela 
lavagem com solução 10% ácido acético e o gel foi corado por Azul de 
Coomassie. Pode-se notar, na FIGURA 11B, que o inibidor de protease 
descrito na hemolinfa da lagarta L. obliqua  possui  mobilidade eletroforética 
difusa na região de 21kDa. A purificação do inibidor de proteases foi eficiente, 
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uma vez que, na análise das amostras normalizadas por Bradford (1976), sua 
atividade está mais concentrada cerca de 2X no eluato quando comparada a 
atividade do pré-afinidade. Este dado, não mostrado, foi obtido pelo auxílio do 
software Scion Image for Windows 95/98  (Microsoft Windows). 
 
4.2.5. Análise da atividade inibitória da hemolinfa de L. obliqua sobre 
atividade proteolítica da tripsina utilizando diferentes substratos 
protéicos.  
Com o intuito de descartar a possibilidade de que uma ligação do 
inibidor de protease a um sítio da molécula de fibronectina pudesse causar um 
impedimento estérico que resultasse em uma falsa inibição da proteólise pela 
tripsina, buscamos testar a atividade inibitória desta molécula utilizando 
diferentes substratos protéicos. Alíquotas de fibrinogênio, laminina e 
vitronectina foram incubadas com tripsina na presença das frações 
enriquecidas para atividade inibitória obtidas pela cromatografia de gel filtração 
em uma razão de 300:3:100 à 37°C por 4 horas. As misturas reacionais foram 
submetidas a SDS-PAGE 7,5% sob condições redutoras para laminina e 
vitronectina e não redutoras para o fibrinogênio e o perfil protéico foi 
visualizado por coloração com Azul de Coomassie. Como visto na FIGURA 12, 
o inibidor de protease presente na hemolinfa possui atividade inibitória sobre a 
degradação proteolítica de diferentes proteínas da matriz extracelular 
sugerindo uma ligação específica deste inibidor a um determinado sítio da 
molécula enzimática.  
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4.2.6. Análise da reversibilidade da inibição da atividade proteolítica da 
tripsina causada pelo inibidor de protease presente na hemolinfa da 
lagarta L. obliqua. 
Adicionalmente, avaliamos se o efeito inibitório sobre a ação de 
serinoproteases da hemolinfa da lagarta era de natureza reversível ou 
irreversível. Para isso, alíquotas de 0,1µg de tripsina foram incubadas com 
concentrações crescentes das frações pré-purificadas da hemolinfa obtidas 
pelo ensaio de gel filtração (10, 20 e 40 µg) por 4 horas à 37°C e, então, foram 
submetidas a um zimograma em SDS-PAGE 15% impregnado com gelatina. 
Como pode-se observar na FIGURA 13, a interação entre o inibidor de 
proteases da hemolinfa e a tripsina resistiu ao SDS e à corrida eletroforética 
mas não houve bloqueio significativo da atividade proteolítica da tripsina e  sim, 
apenas uma alteração em seu perfil de mobilidade.  
4.2.7. Análise da atividade do inibidor de proteases da hemolinfa da 
lagarta L. obliqua sobre a ação catalítica da trombina. 
Com o objetivo de obter maiores informações sobre a atividade biológica 
do inibidor de serinoproteases da hemolinfa de L. obliqua e a fim de especular 
sobre futuras aplicações biotecnológicas com base no fato de que se espera 
que um inibidor de protease não tenha capacidade de bloquear enzimas que 
participam de atividades catalíticas vitais ao organismo, avaliamos a ação do 
inibidor de proteases da hemolinfa em relação a atividade coagulatória da 
trombina sobre fibrinogênio. Alíquotas de 500µg de fibrinogênio foram 
incubadas, em tubos de ensaio, com trombina pré-incubada ou não por 4h a 
37°C com alíquotas das frações enriquecidas para atividade inibitória obtidas 
do ensaio de gel filtração. As amostras foram, então, avaliadas quanto ao efeito 
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de coagulação. Como mostrado na FIGURA 14, o inibidor de proteases não 
apresentou efeito sobre a atividade catalítica da trombina sendo os coágulos 
gerados observados pela adição de corante Ponceau-S (Sigma). O coágulo 
transparente contra o fundo escuro obtido pelo uso do corante indica a 






























































































































Figura 3. Análise da degradação de glicosaminoglicanos pelo extrato de 
cerda de Lonomia obliqua. 
(A) Ácido hialurônico purificado foi incubado com extrato de cerdas da lagarta 
em uma razão de 1:1 por 16 horas a 37°C. O perfil de degradação foi 
visualizado por meio de eletroforese em gel de agarose. Coluna 1 representa  
ácido hialurônico incubado, nas mesmas condições, com ausência de extrato 
de cerdas (controle negativo). Coluna 2 mostra ácido hialurônico incubado com 
o extrato de cerdas. Os glicosaminoglicanos utilizados como padrões para a 
corrida eletroforética são mostrados à esquerda da figura: condroitim sulfato 
(CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS). 
(B) Heparam sulfato (HS), dermatam sulfato (DS) e condroitim sulfato (CS) 
purificados foram incubados com extrato de cerdas nas razões de 1:1 e 1:3 por 
16 horas a 37°C como indicado na figura. O perfil de degradação foi observado 
como descrito na figura A. Colunas 1, 4 e 7 representam a incubação de HS, 
DS e CS respectivamente na ausência do extrato de cerdas. Colunas 2, 5 e 8 
mostram a incubação dos GAGs com o extrato na razão de 1:1 
(substrato:extrato). Colunas 3, 6 e 9 indicam a incubação com extrato na razão 
de 1:3. Os glicosaminoglicanos utilizados como padrões para a corrida 
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Figura 4. Análise comparativa do perfil de degradação do ácido 
hialurônico pelo extrato de cerdas de L. obliqua e avaliação dos 
fragmentos gerados por esta atividade.  
(A) Alíquotas de ácido hialurônico foram incubadas com extrato de cerdas ( ), 
ou com hialuronidase bacteriana  de Streptomyces hyalurolyticus ( )  ou, 
ainda, com hialuronidase testicular bovina ( ) como descrito nos materiais 
e métodos. O gráfico mostra curves de absorção das amostras na região do 
ultravioleta (190-340nm).  
(B) Alíquotas de ácido hialurônico foram incubadas com extrato de cerdas por 
0-48 horas como descrito nos materiais e métodos. As amostras foram 
submetidas a um ensaio colorimétrico que detecta resíduos de açúcares N-
acetilglucosamina na extremidade reduzida. O gráfico mostra a curva de 

















































Figura 5. Detecção de hialuronidases de 49kDa e 53kDa no extrato de 
cerdas de L. obliqua.  
Extrato de cerdas da lagarta foi submetido a um ensaio de zimograma 10% 
SDS-PAGE impregnado com ácido hialurônico. O ensaio foi realizado com 
incubação em pH 7,4. O gel foi corado com o   corante Azul de Alcian. As 
flechas revelam a presença de enzimas com mobilidade eletroforética difusa na 
região de  49kDa e 53 kDa. Os marcadores de massa molecular são mostrados 






































































Figura 6. Avaliação da atividade ótima das hialuronidases do extrato de 
cerdas de L. obliqua em função do pH. 
(A) Alíquotas de extrato de cerdas foram submetidas a experimentos de 
zimograma 10% SDS-PAGE copolimerizado com ácido hialurônico. O 
ensaio foi realizado na presença de soluções tampão com diferentes 
valores de pH indicados abaixo da figura. Marcadores de massa molecular 
estão mostrados à esquerda.  
(B) As zonas lisadas do zimograma (figura A) foram quantificadas por 
densitometria. A atividade hialuronidásica está reportada em porcentagem 




































































































Figura 7. Estudo da atividade das hialuronidases do extrato de cerdas da 
lagarta L. obliqua sobre ácido hialurônico organizado na matriz 
extracelular (MEC) tecidual.  
Cortes histológicos de pele de coelho foram incubados come extrato de 
cerdas como descrito nos materias e métodos. As amostras foram submetidas 
à reação com proteína de ligação a ácido hialurônico conjugada com biotina 
(probe) e streptavidina conjugada com fluoresceína. O padrão de fluorescência 
foi avaliado por análise confocal.  (A) Corte histológico exposto apenas a 
streptavidina como controle. (B) Corte histológico não exposto ao extrato de 
cerdas (controle negativo). (C) Corte histológico tratado com hialuronidase 
testicular bovina (controle positivo). Amostras expostas a 50µg (D) e 100µg (E) 
de extrato de cerdas respectivamente. Todas as laminas foram 
citoquimicamnete marcadas para núcleo celular com o corante azul 












































































Figura 8. Detecção da atividade inibitória da hemolinfa bruta de L. obliqua 
sobre a atividade proteolítica da tripsina. 
Alíquotas de fibronectina (FN) foram incubadas por 4 horas a 37°C com tripsina 
(TR) na presença de hemolinfa (H) da lagarta. As amostras foram submetidas a 
um experimento de eletroforese 7,5% (SDS-PAGE) sob condições redutoras. 
Após corrida eletroforética, as proteínas foram transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose e reveladas através de ensaio de Western Blotting 
utilizando anticorpos que reconhecem FN. Coluna 1: FN incubada, nas 
mesmas condições, na ausência de TR e H (controle experimental). Coluna 2: 


















































































Figura 9. Detecção da atividade inibitória da hemolinfa bruta de L. obliqua 
sobre a atividade proteolítica de diferentes famílias enzimáticas. 
Alíquotas de fibronectina humana purificada (FN) foram incubadas por 4 
horas a 37°C com diferentes enzimas na presença de hemolinfa bruta (H) da 
lagarta L. obliqua. As amostras foram submetidas a um experimento de 
eletroforese 7,5%  (SDS-PAGE) sob condições redutoras. Após corrida 
eletroforética, as proteínas do gel foram transferidas para uma membrana de 
nitrocelulose e reveladas através de um ensaio de Western Blotting  usando 
anticorpos que reconhecem FN. Coluna 1: FN incubada, nas mesmas 
condições, na ausência de enzimas e hemolinfa (controle experimental). 
Coluna 2: FN incubada com elastase (EL). Coluna 3: FN incubada com EL e H. 
Coluna 4: FN incubada com quimotripsina (CH). Coluna 5: FN incubada com 
CH e H. Coluna 6: FN incubada com proteinase K (PK). Coluna 7:  FN 
incubada com PK e H. Coluna 8: FN incubada com pepsina (PEP).Coluna 9: 
FN incubada com PEP e H. Coluna 10: FN incubada com papaína (PAP). 
Coluna 11:  FN incubada com PAP e H. Coluna 12: FN incubada com veneno 
de aranha marrom (AR). Coluna 13: FN incubada com AR e H. Coluna 14: FN 


































































Figura 10. Cromatograma da hemolinfa bruta de L. obliqua e avaliação da 
atividade inibitória das frações eluídas (∗) da gel filtração.  
(A) Constituintes protéicos da hemolinfa (20mg) foram eluídos por ensaio 
cromatográfico de gel filtração utilizando resina Sephadex G-100. O efluente da 
coluna foi monitorado por absorbância em 280nm e normalizado para a 
presença de proteínas por esta absorbância.  
(B) Alíquotas de fibronectina humana purificada (FN) foram incubadas a 37°C 
por 4 horas com tripsina (TR) na presença de frações selecionadas a partir de 
uma varredura do cromatograma descrito na figura 10A. As amostras foram 
submetidas a uma eletroforese 7,5% (SDS-PAGE) sob condições redutoras 
sendo o gel corado com Azul de Coomassie. Coluna 1: FN como controle 
experimental. Coluna 2: FN incubada com TR. Colunas 3 - 8-  FN incubada 
com TR na presença das frações eluídas que continham atividade.  
OBS: As demais frações testadas que não continham atividade inibitória não 













































































Figura 11. Purificação do inibidor de protease presente na hemolinfa de L. 
obliqua por cromatografia de afinidade.  
(A) Cromatograma das frações eluídas a partir da cromatografia de gel 
filtração. As frações eluídas da resina Sephadex G-100 que apresentaram 
atividade inibitória foram submetidas a uma cromatografia de afinidade usando 
resina Tripsina-Agarose. O efluente da coluna foi monitorado por absorbância 
em 280nm e normalizado para proteínas pelo Método de Bradford. 
 (B) Zimografia reversa do inibidor de protease purificado a partir da 
cromatografia de afinidade. As amostras foram submetidas a um gel de  
eletroforese 15% (SDS-PAGE) impregnado com gelatina. Após corrida 
eletroforética, o gel foi incubado a 37°C por 2 horas em tampão contendo 
0,1mg/mL de tripsina. O gel foi, então,  corado com azul de Coomassie. As 
zonas de atividade inibitória são vistas positivamente coradas. Coluna 1: 


































































































Figura 12. Análise da atividade inibitória da hemolinfa bruta de L. obliqua 
sobre atividade proteolítica da tripsina utilizando diferentes substratos 
protéicos.  
Alíquotas de diferentes proteínas purificadas foram incubadas a 37°C 
por 4 horas com tripsina (TR) na presença das frações pré purificadas (FR) por 
cromatografia de gel filtração a partir da hemolinfa da lagarta. As amostras 
foram submetidas a uma eletroforese 7,5% SDS-PAGE sob condições 
redutoras para análise da laminina e vitronectina e sob condições não 
redutoras para análise do  fibrinogênio. O gel foi corado com Azul de 
Coomassie. Marcadores de massa molecular estão dispostos  à esquerda. 
(A) Coluna 1: Fibrinogênio purificado (FG) incubado na ausência de TR e H 
(controle experimental). Coluna 2: FG incubado com TR. Coluna 3: FG 
incubado com TR e H. A flecha aponta o perfil intacto do fibrinogênio. 
(B) Coluna 1: Laminina purificada (LN) incubada na ausência de TR e H 
(controle experimental). Coluna 2: LN incubada com TR. Coluna 3: LN 
incubada com TR e H. A flecha aponta o perfil intacto da cadeia α da laminina e 
a cabeça de flecha aponta a  cadeia β e γ co-localizadas. 
(C) Coluna 1: Vitronectina purificada (VN) incubada na ausência de TR e H. 
Coluna 2: VN incubada com TR. Coluna 3: VN incubada com TR e H. A flecha 
aponta o perfil intacto da vitronectina (75 kDa) e a cabeça de flecha aponta seu 
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Figura 13. Análise da reversibilidade da inibição da atividade proteolítica 
da tripsina pelo inibidor de protease de L. obliqua.  
 Alíquotas de 0,1µg de tripsina foram incubadas com concentrações 
crescentes das frações pré-purificadas da hemolinfa obtidas pelo ensaio de gel 
filtração e submetidas a um  zimograma em SDS-PAGE 15% impregnado com 
gelatina. Coluna 1: tripsina incubada, nas mesmas condições, na ausência das 
frações pré-purificadas (controle experimental). Coluna 2: tripsina incubada 
com 10µg das frações. Coluna 3: tripsina incubada com 20µg das frações. 










































































Figura 14. Análise da atividade inibitória do inibidor de proteases de L. 
obliqua sobre a ação da trombina. 
(A) Em tubos de ensaio contendo solução de fibrinogênio, adicionou-se 
trombina pré-incubada com alíquotas das frações pré-purificadas da hemolinfa 
obtidas da cromatografia de gel filtração. A formação de coágulos 
transparentes (indicados pelas flechas) foi visualizada usando corante 
Ponceau-S (Sigma) para o fundo.  
I: Fibrinogênio incubado com as frações pré-purificadas (controle negativo 
experimental) 
II: Fibrinogênio incubado com 0,1U de trombina (controle positivo 
experimental) 
III: Fibrinogênio incubado com 0,1U trombina pré-incubada com 10µg das 
frações pré-purificadas 
IV: Fibrinogênio incubado com 0,1U de trombina pré-incubada com 30µg 
das frações pré-purificadas 
(B) Em paralelo, para confirmar que a atividade inibitória estava presente no 
lote de frações pré-purificadas utilizado, incubou-se fibronectina humana 
purificada com alíquotas das mesmas frações utilizadas no ensaio acima na 
presença de tripsina. As amostras foram submetidas a ensaios de eletroforese 
e Western Blotting como descrito para figura 8.  Coluna 1: fibronectina 
incubada na ausência de tripsina e das frações (controle experimental). Coluna 
2: fibronectina incubada com tripsina. Coluna 3: fibronectina incubada com 
tripsina na presença das frações pré-purificadas. A flecha indica o perfil intacto 



























































 VI. DISCUSSÃO 
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Hialuronidases de venenos têm sido descritas como moléculas 
hidrolíticas envolvidas com os efeitos nocivos originados de acidentes com 
animais peçonhentos (KUDO & TU, 2001; PESSINI et al., 2001). Atuam como 
fatores de espalhamento pois facilitam a difusão das toxinas pelos tecidos e 
catalisam a hidrólise de glicosaminoglicanos dos tecidos lesionados. Apesar do 
papel chave que estas enzimas desempenham no processo de 
envenenamento, ela é geralmente ignorada cientificamente tendo em vista o 
limitado número de estudos a seu respeito, o que pode ser justificado pelo fato 
de que não apresentam toxicidade própria (GIRISH et al., 2004). 
Neste estudo, trabalhando com extrato de cerdas de L. obliqua, 
identificamos a presença de atividade hidrolítica sobre ácido hialurônico tanto 
molécula purificada quanto organizada e ligada a componentes da matriz 
extracelular. A hialuronidase do extrato de cerdas não mostrou afinidade por 
moléculas de heparam sulfato ou dermatam sulfato purificados, mas foi capaz 
de clivar, adicionalmente ao ácido hialurônico (FIGURA 3A), moléculas de 
condroitim sulfato purificado (FIGURA 3B), mostrando que não é uma enzima 
específica unicamente ao ácido hialurônico como a hialuronidase testicular 
bovina e ao contrário da hialuronidase bacteriana purificada de Streptomyces 
hyalurolyticus que, por sua vez, é específica ao ácido hialurônico (MENZEL & 
FARR, 1998). 
 Além disso, sob as condições utilizadas neste estudo, avaliamos o perfil 
de clivagem enzimática da hialuronidase do extrato de cerdas. Por meio da 
análise espectrofotométrica, na faixa de 190-340nm, da degradação do ácido 
hialurônico pelo extrato de cerdas da lagarta em comparação aos produtos 
gerados pela ação de hialuronidase testicular e bacteriana, conseguimos 
 83
detectar que a hialuronidase da lagarta apresenta atividade hidrolítica, e não 
liásica  sobre a molécula de ácido hialurônico. Este resultado é baseado no fato 
de que a degradação do ácido hialurônico pelo extrato de cerdas (FIGURA 4A) 
gera produtos com perfil de absorção similar àquele originado após digestão 
pela hialuronidase testicular bovina que é uma enzima caracterizada como 
hidrolase (PRITCHARD et al., 1994). O próximo passo foi caracterizar esta 
hidrolase identificada no extrato de cerdas da lagarta como sendo uma β-
endohexosaminidase, através de ensaios colorimétricos, baseando-se em sua 
habilidade de  quebrar ligações glicosídicas do  tipo β 1,4 e produzir resíduos 
de açúcares N-acetilglucosamina terminais, com pico de absorção em 550nm, 
após clivagem do  ácido hialurônico (FIGURA 4B). Isso indica mais uma 
similaridade com a hialuronidase testicular bovina diferindo, por sua vez, das 
hialuronidases de sanguessuga e bacteriana (MEYER et al., 1960; MENZEL & 
FARR, 1998).  
Com o intuito de confirmar a presença de uma hialuronidase no extrato 
de cerdas da lagarta L. obliqua, bem como para caracterizar a enzima em 
questão, partimos para experimentos de zimografia. Utilizando ácido 
hialurônico impregnado no gel de eletroforese, pudemos observar a presença 
de zonas de lise com mobilidade eletroforética difusa na região de 49 e 53 kDa 
(FIGURA 5) indicando a presença de hialuronidases na amostra. Isto condiz 
com dados publicados que indicam a presença comum de hialuronidases em 
venenos de cobra, abelha e escorpião que contêm de 33 a 110 kDa (FISZER-
SZAFARZ, 1984; CEVALLOS et al., 1992).  
Hialuronidases são geralmente classificadas como enzimas que 
possuem atividade em pH ácido (entre pH 3,0 e 4,0) ou em pH neutro (entre pH 
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5,0 e 6,0) (GREGORY et al., 1996). Quando avaliamos a atividade 
hialuronidásica do extrato de cerdas em função do pH (FIGURA 6A e 6B), 
observamos que estas enzimas não possuem atividade detectável em 
condições de extremos de pH, seja ácido (pH menor ou igual a 5,0) ou básico 
(pH maior ou igual a 8,0) o que nos leva a caracterizá-la como sendo 
hialuronidases pertencentes a segunda classe descrita, ou seja, que atua em 
pH neutro, uma vez que seu pH ótimo de ação foi 6,0. Isso também nos leva a 
crer que estas moléculas identificadas possuem uma característica 
imprescindível a moléculas que possam vir a ser empregadas no campo 
terapêutico que seria capacidade de agir em pH fisiológico e que, por agirem 
em pH próximo a 7,0, estas hialuronidases também podem contribuir para as 
atividades nocivas do veneno no acidentado.    
Procuramos especular sobre o efeito hidrolítico da hialuronidase de L. 
obliqua sobre o ácido hialurônico organizado e complexado na matriz 
extracelular. Para isso, avaliamos o perfil do tecido conjuntivo de pele de 
coelho fixada em lâmina por ensaio de fluorescência utilizando um marcador 
para visualização da rede de ácido hialurônico (proteína de ligação a ácido 
hialurônico conjugada com biotina) e streptavidina conjugada com fluoresceína 
para revelação. Novamente os resultados descritos sugerem a existência de 
hialuronidases no extrato de cerdas, uma vez que, como visualizado na 
FIGURA 7, a presença de ácido hialurônico nas amostras de tecido submetidas 
ao tratamento com o extrato de cerdas está significativamente diminuída 
proporcionalmente a quantidade de extrato utilizada. As hialuronidases, por 
meio da clivagem de ácido hialurônico e condroitim sulfato ligados à matriz 
extracelular, podem explicar alguns efeitos nocivos do veneno incluindo 
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aqueles envolvidos nos distúrbios de adesão e migração celular. Ainda com 
base neste efeito de degradação do ácido hialurônico e conseqüente alteração 
da matriz extracelular, podemos considerar a hipótese de que esta atividade 
seja sinérgica com as outras toxinas do veneno explicando os sinais clínicos 
que aparecem nos casos de envenenamento tais como a hemorragia local 
(alteração na matriz extracelular subendotelial causando instabilidade da 
parede do vaso sangüíneo) e a falência renal (degradação da matriz 
extracelular glomerular e tubular) (COTRAN et al., 1999; BLANN, 2000).     
As lagartas do gênero Lonomia possuem inúmeras enzimas proteolíticas 
constituindo seu veneno. Estas toxinas, clivando diferentes substratos, 
provocam várias alterações fisiológicas nocivas ao organismo dos pacientes 
acidentados tais como o quadro sistêmico de hemorragia característico. Com 
base nestes dados, consideramos a hipótese de que este efeito sistêmico 
representa um sinergismo destas diferentes proteases do veneno com as 
hialuronidases que também o constituem. As hialuronidases, por sua vez, 
agindo na matriz extracelular dos tecidos e, em especial, na parede dos vasos 
sangüíneos, pode propiciar o aumento do espalhamento das toxinas nocivas do 
veneno pelo corpo, favorecendo o envenenamento sistêmico. O fato desta 
difusão de toxinas depender de moléculas de hialuronidase é sugerido 
considerando o grande número de estudos referentes a peçonhas de diferentes 
animais tais como cobras, aranhas, abelhas e escorpiões relacionando o 
quadro de envenenamento à presença destas enzimas (SAMPAIO et al., 1991; 
MARKOVI-HOUSLEY et al., 2000; KUDO & TU, 2001; DA SILVA et al., 2004). 
Estudos de farmacocinética utilizando veneno de Tityus serrulatus, que possui 
uma hialuronidase identificada, mostrou que este veneno possui uma rápida 
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absorção e alta taxa de distribuição pelos tecidos das vítimas (SANTANA et al., 
1996). Além disso, Pessini et al (2001) descreveu que a hialuronidase presente 
na peçonha deste animal possui capacidade de potencializar a Tityustoxina-1 
que é, por sua vez, a principal toxina descrita deste veneno.   
Alguns autores têm questionado sobre a eficácia dos tratamentos dos 
acidentes com animais peçonhentos utilizando soros anti-venenos quando 
estes não são administrados logo após o acidente (ISMAIL et al., 1992; 
REVELO et al., 1996). O espalhamento do veneno pelos tecidos, que, por sua 
vez, é dependente das hialuronidases, acaba por restringir a eficácia destes 
soros. Além disso, outro ponto a ser considerado, seria o fato de que a 
administração sistêmica de soros propiciam mínima proteção ao quadro local 
de necrose e/ou hemorragia desencadeado por alguns venenos, enquanto que 
o uso de inibidores de toxinas/enzimas não apenas reduzem o dano tecidual 
local como também diminuem a magnitude dos efeitos sistêmicos (ANAI et al., 
2002; YINGPRASERTCHAI et al., 2003).  
Por outro lado, as hialuronidases de veneno podem ser consideradas 
excelentes ferramentas biotecnológicas para o estudo de mecanismos 
moleculares em biologia celular, assim como para o emprego em diversos 
campos terapêuticos. Estas enzimas aumentam a permeabilidade das 
membranas teciduais e têm sido utilizadas como agentes que aumentam a 
velocidade de absorção de drogas e diminuem, paralelamente, o desconforto 
da injeção subcutânea ou intramuscular de fluidos. Elas têm sido empregadas 
em inúmeras áreas tais como ortopedia, dermatologia e ginecologia entre 
outras (MENZEL & FARR, 1998). Estudos clínicos têm sugerido que o uso 
tópico ou sistêmico de hialuronidases como adjuvantes pode aumentar o índice 
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terapêutico de drogas anti-câncer por aumentar a difusão local da droga e a 
sua biodisponibilidade aos tecidos e tumor (CIVALLERI et al., 1997; SMITH et 
al., 1997).   
Com base nos resultados obtidos no presente estudo postulamos, em 
virtude da primeira detecção e caracterização de hialuronidases no extrato de 
cerdas de L. obliqua, o nome de Lonoglyases a estas moléculas, em referência 
ao gênero da lagarta (Lono) e a suas atividades sobre glycosaminoglicanos 
(glyases).     
As secreções de animais peçonhentos são excelentes ferramentas para 
se estudar os mecanismos moleculares da ciência básica. Além disso, toxinas 
de venenos têm sido utilizadas como modelos para a síntese de medicamentos 
ou mesmo empregadas diretamente no tratamento de diferentes quadros 
patológicos (SOUTAR & GINSBERG, 1993; MARKLAND, 1998;  GUERRERO 
et al., 1999; DA SILVA et al., 2004). Pesquisas nesta área, além de  resultarem  
em um maior entendimento, a nível molecular, histopatológico, terapêutico e 
laboratorial do diagnóstico dos acidentes, podem gerar aplicações 
biotecnológicas futuras para as pesquisas básica e clínica.  
A fim de adquirir informações adicionais sobre os constituintes 
moleculares da hemolinfa da lagarta L. obliqua, bem como, sobre o mecanismo 
das possíveis desordens induzidas por esta secreção, apresentamos neste 
trabalho dados bioquímicos que sugerem a presença de um inibidor de 
serinoprotease na hemolinfa desse animal.  
 Primeiramente, em um ensaio em que utilizou-se fibronectina humana 
purificada incubada com tripsina na presença de hemolinfa, detectamos uma 
atividade inibitória desta secreção sobre o efeito proteolítico da enzima citada 
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(FIGURA 8). Da mesma maneira, a hemolinfa bruta mostrou forte atividade 
inibitória sobre a proteólise provocada pelas enzimas elastase, quimiotripsina e 
proteinase K, sendo todas estas enzimas pertencentes à família das 
serinoproteases. Mostrou ainda, um efeito inibitório um pouco menos 
significante sobre a proteólise causada pelo veneno de aranha marrom, rico em 
metaloproteases, e pela colagenase bacteriana uma metaloprotease já 
estabelecida na literatura.  No entanto, aparentemente não houve nenhum 
efeito inibitório sobre a ação da pepsina (protease aspártica) e da papaína 
(tiolprotease) (FIGURA 9).  Em conjunto, estes resultados apontam a presença 
de um inibidor de proteases na hemolinfa da lagarta com capacidade de inibir  
fortemente enzimas do tipo serinoprotease e mais fracamente enzimas do tipo 
metaloproteases. 
 O próximo objetivo, a fim de melhor caracterizar bioquimicamente o 
inibidor de proteases descrito,  foi determinar a massa molecular desta 
molécula constituinte da hemolinfa bruta da lagarta L. obliqua. Para isso, 
primeiramente realizamos um experimento de cromatografia de gel filtração 
utilizando resina Sephadex G-100 (FIGURA 10), seguida de um ensaio de 
cromatografia de afinidade em resina tripsina-agarose (FIGURA 11). Tais 
procedimentos possibilitaram a obtenção de uma material mais enriquecido em 
relação à molécula de inibidor de protease. As frações enriquecidas quanto 
atividade foram submetidas a uma zimografia reversa impregnada com gelatina 
mostrando que o inibidor de protease possui mobilidade eletroforética difusa na 
região de 21kDa semelhante à molécula de inibidor de tripsina de soja 
(FIGURA 11). As regiões de inibição da lise no gel foram densitometradas com 
o auxíliuo do software Scion Image for Windows 95/98  (Microsoft Windows) 
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apontando uma concentração de atividade de cerca de 2X quando 
comparamos o material eluído da G-100 com o material eluído da afinidade. 
 Com base no experimento de inibição da proteólise utilizando 
fibronectina como substrato protéico para diferentes serinoproteases, uma 
crítica consistente que deveria ser considerada seria o fato de que um 
constituinte da hemolinfa poderia estar se ligando especificamente à 
fibronectina e, que, por um possível impedimento estérico, poderia estar 
causando a inibição da proteólise. Os resultados descritos na FIGURA 12 em 
que três substratos protéicos diferentes (fibrinogênio, laminina e vitronectina) 
foram utilizados no ensaio de proteólise com tripsina na presença de frações 
com atividade inibitória pré-purificadas da hemolinfa a partir de cromatografia 
de gel filtração, respondem à crítica levantada, mostrando que o inibidor de 
serinoprotease atua de uma  maneira similar sobre a proteólise dos diferentes 
substratos testados. Este dado sobre a inibição da proteólise confirma a 
presença de um inibidor de proteases na hemolinfa de L. obliqua. 
  A partir daí, passamos a estudar o mecanismo pelo qual o inibidor de 
serinoprotease da hemolinfa inativa as proteases. Como apontado na FIGURA 
13, tripsina foi incubada com as frações enriquecidas em atividade inibitória 
provenientes da gel filtração e, então, submetida a um ensaio de  eletroforese 
em SDS-PAGE 15% impregnado com gelatina. Este procedimento 
experimental, capaz de separar a protease do inibidor de protease no caso de 
uma inibição reversível, mostrou um perfil alterado e difuso da mobilidade da 
tripsina e lise da gelatina. Este resultado sugere que a interação da tripsina 
com o inibidor, de alguma maneira, altera a mobilidade da tripsina resultando 
em um perfil eletroforético difuso, porém com atividade proteolítica 
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remanescente. Podemos, então, considerar a possibilidade de que a interação 
entre o inibidor de protease com a molécula de tripsina é resistente ao SDS e à 
separação eletroforética alterando, apenas, a mobilidade da protease mas não 
inativando a sua atividade proteolítica de maneira irreversível. 
Este é o primeiro inibidor de serinoprotease identificado na lagartas 
Lonomia descrito na literatura, fato este que levanta algumas questões 
importantes sobre, por exemplo, quais seriam as reais funções biológicas deste 
inibidor de protease. Esta é uma questão que continua em aberto, porém, 
considerando que estudos publicados têm reportado a presença de atividade 
proteolítica na hemolinfa, egesto oral e extrato de cerdas de lagartas Lonomia 
spp. e que  algumas destas toxinas identificadas são caracterizadas como 
serinoprotease (AROCHA-PIÑANGO et al., 1981; AMARANT et al., 1991; 
GUERRERO & AROCHA-PIÑANGO, 1992; REIS et al., 1999; GUERRERO et 
al., 1999; PINTO et al., 2004), podemos considerar a hipótese de que o inibidor 
de proteases da hemolinfa pode possuir um efeito de proteção para as lagartas 
contra as suas próprias proteases ou contra proteases exógenas de alguns 
parasitas (EGUSHI et al., 1993; CHERQUI et al., 2001). Outra possibilidade 
que não deve ser descartada é a de que este inibidor de serinoprotease tenha 
participação nos efeitos nocivos do veneno durante os acidentes. De fato, no 
passado, inibidores de protease de plantas eram descritos como agentes 
tóxicos, especialmente como inibidores do crescimento celular no 
desenvolvimento de embriões  e com grande potencial para contribuir para o 
desenvolvimento de câncer pancreático (KENNEDY, 1998). Com base nos 
resultados obtidos, podemos especular sobre a colaboração deste inibidor de 
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protease com os efeitos tóxicos do veneno de L. obliqua, porém, experimentos 
adicionais devem ser realizados para confirmar esta hipótese.  
 Outra questão importante a ser considerada sobre o inibidor de 
serinoprotease de L. obliqua é sobre a usa aplicabilidade biotecnolócica. Como 
descrito para outras moléculas desta família, inibidores de protease têm sido 
extensivamente estudados por sua habilidade de modular eventos biológicos. 
Algumas atividades biológicas conhecidas dos inibidores de protease são: a 
habilidade de inibir várias protases caracterizadas (KENNEDY, 1993a; 
KENNEDY, 1998);  atividade anti-inflamatória (WARE et al., 1997); capacidade 
de prevenir a perda de cabelo e de peso corporal (EVANS et al., 1992; 
KENNEDY, 1998); os efeitos anti-carcinogênicos e de regulação da expressão 
gênica (CHANG et al., 1990; LI et al., 1992; KENNEDY, 1998) e a capacidade 
de aumentar o tempo de vida em animais mantidos sob dieta rica em inibidores 
de protease (KENNEDY, 1998) entre outros efeitos descritos. Além disso, estas 
moléculas são reagentes biológicos poderosos para pesquisas nas áreas de 
bioquímica e de biologia celular. Com base nas propriedades descritas acima, 
podemos considerar futuras aplicações biotecnológicas do inibidor de 
serinoprotease de L. obliqua  pelo emprego de técnicas de biologia molecular 
em busca da molécula recombinante.   
 Para futuras aplicações biotecnológicas é esperado que a molécula de 
inibidor de protease, além da capacidade de inibir a proteólise, seja, também, 
incapaz de inibir enzimas do sistema de coagulação bem como de outros 
eventos vitais ao  funcionamento do organismo. Como pode-se observar na 
FIGURA 14, o inibidor de proteases da hemolinfa foi incapaz de bloquear a 
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atividade da trombina sobre o fibrinogênio "in vitro". Este resultado fortalece a 
idéia de uma possível aplicação biotecnológica para este inibidor de protease.  
 Sugerimos, então, neste trabalho, com base na primeira identificação de 
um inibidor de serinoprotease na hemolinfa da lagarta L. obliqua,  o nome de 
LOSPI a esta molécula, o qual faz referência à espécie da lagarta, Lonomia 





















































































 VII. CONCLUSÕES 
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Os resultados obtidos no presente estudo do extrato de cerdas e da 
hemolinfa da lagarta Lonomia obliqua nos permitem as seguintes conclusões: 
 
1- O extrato de cerdas da lagarta contém hialuronidases do tipo endo-β-
N-acetilhexosaminidase que atuam  sobre moléculas purificadas de 
ácido hialurônico e condroitim sulfato gerando resíduos terminais de 
N-acetilglucosamina  
 
2- Estas hialuronidases possuem massas moleculares de 49kDa e 
53kDa e apresentam atividade ótima entre pH 6,0 e 7,0.  
 
3- As hialuronidases do extrato de cerdas da lagarta também 
apresentam atividade lítica sobre ácido hialurônico organizado em  
matriz extracelular tecidual. 
 
4- A hemolinfa da lagarta L. obliqua contém atividade inibitória sobre a 
ação proteolítica de diferentes serinoproteases. 
 
5- O inibidor de proteases identificado na hemolinfa da lagarta 
apresenta atividade inibitória sobre a ação de serinoproteases frente 




6- A interação entre o inibidor de proteases e a tripsina é resistente ao 
SDS e à eletroforese acarretando uma alteração da mobilidade 
eletroforética da enzima. 
 
7- O inibidor de protease presente na hemolinfa da lagarta não é capaz 
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